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Résumé
Ayant de nombreuses cibles tissulaires, les oestrogènes jouent des rôles diversifiés
chez l’humain. Leur principal rôle au niveau cellulaire est la régulation de la prolifération.
Les récepteurs des oestrogènes (ER) appartiennent à la grande famille des récepteurs
nucléaires stéroïdiens, et agissent par liaison directe à l’ADN. Ils reconnaissent un élément
de réponse palindromique de 15 ph (ERE). Les données cristallographiques indiquent que
la liaison à l’ADN ne se fait pas exactement comme celles des autres récepteurs nucléaires.
L’étude exhaustive des acides aminés responsables de la liaison aux deux nucléotides
centraux de l’ERE a démontré qu’il est possible de changer la spécificité de liaison du
récepteur en remplaçant ces acides aminés. Bien que cette spécificité et la sélectivité du ER
envers l’ADN soient connues et que plusieurs gènes cibles des oestrogènes soient
identifiés, peu de ERE de haute affinité sont répertoriés. La recherche de ces ERE dans le
génome de la souris et de l’humain a établi qu’ils sont distribués dans l’ensemble du
génome, avec un enrichissement dans la région proximale de l’initiation de la transcription
des gènes. Le nombre élevé de ces ERE soulève la question de la fonctionnalité in vivo de
ces éléments. Des gènes cibles primaires des oestrogènes ont été identifiés dans une lignée
de cellules dérivée d’un carcinome mammaire en présence d’un inhibiteur de la synthèse
protéique. Un fort enrichissement des ERE prédits se retrouve à proximité des gènes
primaires positivement régulés par les oestrogènes. L’étude du promoteur du gène GREB1,
fortement exprimé dans les tumeurs mammaires et semblant jouer un rôle dans la
prolifération cellulaire, a démontré que les trois ERE consensus situés dans le promoteur
peuvent collaborer entre eux pour médier la transcription du gène, malgré une grande
distance (20 K ph) les séparant. Des études de boucles de chromatine ont permis de
développer un modèle de coopération entre les ERE afin de participer à la transcription de
ce gène en présence d’oestrogènes. L’ensemble de ces études permet de comprendre à la
fois les mécanimes de liaison du ER sur l’ADN et démontre que la régulation des gènes par
les oestrogènes peut se faire via des éléments lointains.
Mots-clés oestrogène, récepteur nucléaire, ERa, ERE, gène, transcription, MCF7,
GREB 1, boucle de chromatine.
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Abstract
Estrogens play pleiotropic roies in their different target tissues in the human body.
At the cellular level, one of their major effects is to induce celiular proliferation. The
estrogen receptors (ERs) are members of the steroid nuclear receptor family. Once bound to
estrogens, they effect their action through direct binding to a specific 1 5bp palindromic
DNA sequences (EREs). The crystaliographic data ER-ERE complexes demonstrated
intricate interactions in the central base pairs of the ERE. 0w study of two amino acids
important for this binding demonstrated that it is possible to alter the ER DNA binding in
the specificity changing the identity ofthese amino acids. However, although the selectivity
of the receptors for DNA is now weil characterized and severai target genes are identified,
only a few EREs have been characterized previously. Our screening for high-affinity EREs
in the entire mouse and human genome demonstrated a distribution of EREs throughout the
genome, with an enrichment in the vicinity of the transcriptional start sites of genes. The
high-frequency of EREs in the genome raised the question of their functional role in vivo.
Estrogen primary target genes in breast carcinoma ccli unes were identified by expression
microarrays in presence of a protein synthesis inhibitor. An enrichment in EREs was found
in the vicinity of estrogen primary up-regulated genes. Finally, we studied the promoter of
the primary target gene GREB 1, a gene expressed in breast tumors and invoived in celi
proliferation. We demonstrated that its three consensus EREs, spread over 20 Kbp of
promoter region, cooperate for the transcriptional regulation of GREB 1 by estrogen.
Chromatin loop studies suggested a multi-partite modei of enhancer for its transcription.
Ail these studies increased the understanding of the mechanisms invoived in ER DNA
binding and demonstrated long-range regulation of transcription by ERs.
Keywords estrogen, nuclear receptor, ERcL, ERE, gene, transcription, MCf7, GREB1,
chromatin loop.
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2Chapitre 1 : Les oestrogènes : hormones stéroïdiennes
Le mot «hormone» provient du grec «hormôn» qui signifie exciter, mettre en
marche ((1), http://en.wikipedia.org) ; les hormones transmettent un signal dans différents
tissus chez les organismes multicellulaires, d’où le terme exciter. Bien que leur structure
chimique soit diversifiée, le mécanisme d’action commun des hormones est de transmettre
un message via un récepteur dans une cellule donnée. Elles sont généralement classifiées
selon leur composition chimique (ex : stéroïdes, peptidiques) et leurs lieux primaires de
synthèse. Les fonctions hormonales sont principalement: la reproduction et la
différenciation sexuelle, le développement et la croissance, le maintien de l’homéostasie
interne ainsi que la régulation du métabolisme et l’apport en nutriment
(http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/Literature/).
Le mot «oestrogène» est dérivé du latin «oestrus» et —gène, signifiant «qui provoque
l’oestrus ou cycle menstruel chez les femelles des mammifères» (1). Les oestrogènes
appartiennent à la grande famille des hormones stéroïdiennes, qui sont dérivées du
cholestérol sous l’effet de différentes enzymes spécifiques. Elles ont des effets
physiologiques diversifiés ne se situant pas exclusivement dans le système reproducteur
femelle. Ne différant pas en cela des autres hormones, les oestrogènes vont transmettre leur
effets physiologiques via la liaison à différentes classes de récepteurs.
Avant d’entrer dans le détail des interactions des oestrogènes avec leurs différents
récepteurs et des mécanismes moléculaires de ces interactions, voici un bref rappel sur la
synthèse des oestrogènes et sur leurs principaux effets physiologiques.
1.1 Synthèse et dégradation
Les hormones stéroïdiennes sont des dérivés métaboliques du cholestérol. La
conversion du cholestérol implique différents cytochromes P450 qui vont le transformer en
androgènes, en progestines et en oestrogènes. Chez la femme, il existe deux principales
3façons de synthétiser des oestrogènes t via une synthèse complète dans les ovaires (du
cholestérol à l’estradiol en passant par l’aromatisation des androgènes) et via les
androgènes circulants et/ou locaux (synthèse à partir de l’aromatisation des androgènes) (2-
5).
Chez la femme, avant la ménopause, la majeure partie des oestrogènes est produite
dans les ovaires. Ces hormones sont relarguées dans la circulation systémique pour médier
leurs effets sur différents tissus. Cette production est contrôlée par les hormones
hypophysaires LH et F SH. Ces hormones agissent sur l’expression et la régulation des
P450 dans différentes cellules des ovaires. L’hormone LH agit via son récepteur de surface
dans les cellules de la thèque situées dans le follicule. Il y a alors stimulation de la
production d’oestrogènes, via l’augmentation des niveaux de la P45Oscc et de la
P450i7 (Fig. 1). La FSH, quant à elle, va plutôt agir sur les cellules granulaires du follicule
pour augmenter la production de P45Oarom (CYP19) et de 173-hydrohystéroïde
déshydrogénase (Fig. 1) (4,5).
La production d’oestrogènes dans les cellules de la thèque est dépendante de la
transformation du cholestérol en prégnenolone via la P45O (Fig. 1). Par la suite, il y a
transformations successives en progestérone et finalement en androsténedione, le
précurseur des différents oestrogènes. L’étape de transformation du cholestérol est limitante
dans le processus de synthèse. La forme d’oestrogènes la plus active est l’oestradiol. Du
côté des cellules de la granulosa, il y a production d’oestrogènes via l’aromatisation des
androgènes produient dans les cellules de la thèque (Fig. 1). Les métabolites sont ensuite
relâchés dans le fluide folliculaire et peuvent ainsi rejoindre la circulation sanguine (4,5).
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Figure 1 La synthèse des oestrogènes dans le follicule ovarien. La synthèse des formes majeures des
oestrogènes, le 17(3-oestradiol et l’oestrone, est représentée. Plusieurs combinaisons différentes de synthèses
peuvent être effectuées pour produire les mêmes hormones. La progestérone ainsi que la testostérone peuvent
entrer directement dans la voie métabolique. Adapté de Basic & Clinical Endocrinology (6).
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Lors de la ménopause chez la femme, il y a arrêt de la production d’oestrogènes par
les ovaires. Il reste donc seulement une production locale d’oestrogènes suivant
l’aromatisation des androgènes circulants. Les tissus adipeux, les cellules
mésenchymateuses, les ostéoblastes, l’endothélium des vaisseaux sanguins et différentes
régions du cerveau ont recours à ce mode de production paracrine / intracrine. La
production d’oestrogènes chez l’homme se fait aussi via l’aromatisation des précurseurs
androgéniques particulièrement dans les testicules (4,5).
1.2 Rôles et fonctions physiologiques
Les oestrogènes ont été caractérisés à l’origine comme les hormones «femelles»,
jouant un rôle prépondérant chez la femme pour la reproduction. L’évolution de la science
a permis de mieux comprendre les effets des oestrogènes dans les différents tissus chez la
femme, mais également l’importance des oestrogènes chez l’homme, particulièrement dans
le tractus reproducteur et les os. Les rôles majeurs des oestrogènes dans les différents tissus
seront abordés dans la présente section.
1.2.1 Le tractus reproducteur
Les hormones stéroïdiennes jouent des rôles prépondérants dans les fonctions
reproductrices. La logique voudrait que les oestrogènes soient importants chez la femme et
que les androgènes le soient chez l’homme. La biologie est plus complexe, ainsi qu’il est
apparu maintenant que le rôle des oestrogènes chez les deux sexes est de mieux en mieux
connu.
1.2.1.1 Chez l’homme
Chez l’homme, les oestrogènes sont présents à faible concentration dans la
circulation sanguine. Cependant, leur concentration dans le sperme et les fluides
6testiculaires peut même dépasser ce qui est retrouvé dans la circulation chez la femme. La
conversion locale des androgènes produits dans les testicules en oestrogènes explique ces
concentrations, a priori surprenantes chez les mâles. Des doses pharmacologiques
d’oestrogènes administrées à des mâles peuvent causer des problèmes au niveau des
testicules et de la prostate. Chez les trans-sexuels, la thérapie par les oestrogènes à long
terme va causer une hyperplasie des cellules de Leydig du testicule et une atrophie des
canaux séminifères (7-9).
Une meilleure compréhension des effets locaux des oestrogènes a été possible avec
les études sur des animaux knock-out. L’abolition des récepteurs des oestrogènes a permis
de brosser un tableau plus clair du rôle potentiel des oestrogènes chez les mâles. Les études
physiologiques de ces animaux mâles ont démontré une diminution de la taille des
testicules chez les mâles plus agés. L’hyperplasie des cellules de Leydig a aussi été décrite
comme concordant avec une augmentation des niveaux circulants de LH. Cette
augmentation cause des niveaux deux fois plus élevés de testostérone (7,8,10). Il a aussi été
démontré dans ces mêmes animaux mâles que les oestrogènes produits localement régulent
la réabsorption des fluides luminals dans la tête de l’épididyme (surface du testicule). En
effet, il y a aussi apparition de dilatation de différentes régions du testicule. Ces effets
s’aggravent fortement avec l’âge des animaux. Les défauts de réabsorption vont causer des
effets menant à la réduction du compte de spermatozoïdes dans le sperme, et souvent à
l’infertilité. Des études plus détaillées sur les causes de l’infertilité des animaux
transgéniques ont également démontré des problèmes de maturation et de motilité des
spermatozoïdes ainsi qu’une incapacité à fertiliser un oocyte in vitro (7,8,10).
Certaines études ont décrit des effets des oestrogènes dans les tissus accessoires du
tractus reproducteur comme la prostate. Les oestrogènes semblent jouer un rôle dans la
croissance, la différenciation et les activités fonctionnelles de l’épithélium de la prostate
(9,11). Les études chez les animaux knock-out n’ont pas apporté de réponse claire à ce sujet
(7,8,10). Il a cependant été démontré dans des cultures d’organes de rat que l’ajout d’une
7forme d’oestrogène, le 1713-oestradiol (E2), augmentait la croissance de l’épithélium de ces
organes (7).
Finalement, différents tissus du tractus reproducteur mâle expriment 1’ aromatase,
une enzyme qui convertit les androgènes en oestrogènes. Cette enzyme a été détectée entre
autres dans les cellules de Leydig, les cellules germinales et également dans le sperme
humain (12). Il est maintenant reconnu que l’aromatisation se fait dans les cellules
germinales de Leydig, de Sertoli, et l’épithélium de l’épididyme (11). Ceci vient renforcer
la théorie d’un rôle des oestrogènes chez les mâles de différentes espèces.
1.2.1.2 Chez la femme
Bien qu’il existe plusieurs sites de synthèse des oestrogènes chez la femme, le site
de synthèse principal est sans équivoque les ovaires. Les oestrogènes jouent différents rôles
dans plusieurs tissus non-reproducteurs, cependant leur raison d’être principale réside dans
le contrôle de la gestation et de la lactation. Il n’est donc pas surprenant que les
oestrogènes aient un impact majeur sur les différentes composantes du système
reproducteur des femmes (8).
Les tissus cibles des oestrogènes les mieux caractérisés dans le tractus reproducteur
sont : les ovaires, les trompes de Faloppe (ou oviductes), l’utérus, le col utérin et le vagin.
Le développement des tissus reproducteurs chez les femelles se fait en deux grandes
phases: une phase intra-utérine durant la vie embryonnaire (prénatale) et une phase de
maturation lors de la puberté (postnatale). Les effets des oestrogènes semblent concentrés
lors de la puberté et de la reproduction pendant la vie adulte. Ceci diffère des hormones
stéroïdiennes masculines (androgènes) qui ont un impact majeur sur la différenciation
durant la vie foetale chez l’homme. Il semble toutefois exister des différences entre les
espèces puisque que des études d’infusion d’oestrogènes chez la souris et le rat ont
démontré une augmentation du poids utérin seulement chez les individus femelles pré
pubères (8).
8Les ovaires, lieu de synthèse des oestrogènes, sont aussi influencé par les niveaux
d’oestrogènes locaux. Il existe principalement deux fonctions ovariennes: l’ovaire est un
lieu de maturation du follicule qui va permettre, lors de l’ovulation, d’expulser un oocyte
mature dans l’oviducte. C’est également le lieu de synthèse de différentes hormones
stéroïdiennes et peptidiques. La synthèse d’oestrogènes est réalisée dans deux types de
cellules : les cellules de la thèque (production à partir du cholestérol) et les cellules de la
granulosa (production à partir des androgènes). Les oestrogènes se retrouvant dans les
ovaires vont jouer un rôle important dans la maturation du follicule. Ils augmentent la
prolifération des cellules de la granulosa et augmentent également l’action de la FSH et la
synthèse du récepteur de LH qui est critique pour l’ovulation. Ultimement, les oestrogènes
jouent aussi un rôle de régulation positive sur leur propre synthèse (8).
Les ovaires expulsent l’oocyte dans les oviductes, les canaux reliant les ovaires à
l’utérus. Ils sont influencés par la production d’oestrogènes, menant à la prolifération des
cellules de l’oviducte lors de l’augmentation de la concentration d’hormones régulée par le
cycle menstruel. Il existe cependant des variations dans les effets de ces hormones suivant
l’espèce et les doses d’oestrogènes utilisées (8).
L’utérus, relié aux oviductes, est également un lieu majeur d’action des oestrogènes.
Servant à la nidification du blastocyste après la fécondation de l’ovule par un
spermatozoïde, il sera le lieu de croissance du foetus. Lors de la puberté chez la femme, les
cellules utérines deviennent sensibles aux oestrogènes et commencent à connaître des cycles
de prolifération et de différenciation suivant le cycle ovarien. Les oestrogènes contrôlent la
prolifération cellulaire et mettent ainsi en marche la préparation de l’épithélium pour la
réception possible d’un embryon à chaque cycle ovarien (ou menstruel). Cette préparation
passe par l’activation de nombreux gènes et signaux servant à amplifier la réponse
mitotique. Entre autres, l’augmentation de l’expression du récepteur de la progestérone est
un facteur important lors de l’arrivée d’un embryon, dû au rôle de la progestérone lors de
l’implantation (8).
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Le vagin, qui est le conduit entre l’utérus et la partie externe de l’appareil génital,
est également sensible aux oestrogènes. Durant le cycle menstruel, les cellules des
muqueuses vaginales vont aussi subir une prolifération accrue et une différenciation
dépendante des oestrogènes (8).
1.2.2 Les glandes mammaires
Lorsque l’on pense aux effets des oestrogènes chez la femme, la maturation des
glandes mammaires et la différenciation lactogénique durant la grossesse sont les premiers
effets qui viennent en tête. Les glandes mammaires possèdent plusieurs étapes de
développement (13) et les oestrogènes interviennent de différentes façons lors de ces
étapes. Lors de la vie foetale, les oestrogènes ne semblent pas jouer un rôle prépondérant
chez le foetus féminin. Par contre, il est reconnu que les stéroïdes produits par les ovaires
semblent jouer un rôle lors de la vie foetale chez le rat (8).
Chez la femme, les effets critiques et marquants des oestrogènes arrivent lors de la
puberté, de la grossesse et durant la vie adulte. Les oestrogènes sont impliqués dans la
formation des bourgeons terminaux des conduits mammaires, la prolifération de
l’épithélium des conduits et dans la formation des lobes alvéolaires durant la grossesse (8).
Ils ont un rôle à jouer durant les nombreux cycles de prolifération du cycle menstruel à
travers la vie adulte (14,15). Cependant, les mécanismes d’action précis des oestrogènes
sont plutôt mal caractérisés (15,16). Il semble tout de même y avoir un consensus pour un
double mode d’action de ces hormones : un premier aspect direct nécessitant une
concentration faible d’oestrogènes et un deuxième aspect plus indirect, nécessitant une
concentration hormonale plus élevée (15,17).
Le mode d’action direct des oestrogènes est présent à des concentrations basses
d’hormone circulante et implique entre autres l’induction de l’expression du récepteur de la
progestérone dans les cellules mammaires, l’augmentation du niveau de prolactine et la
différenciation de l’épithélium (7,8,15). Il est à noter que la progestérone et la prolactine
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jouent des rôles clé dans la formation des alvéoles et la production du lait par les glandes
mammaires durant la grossesse (7,8,15).
Le mode d’action indirect (ou paracrine) passerait par l’augmentation de la
concentration de l’EGF local dû à la production de ce facteur de croissance par les cellules
stromales sous le contrôle des oestrogènes, ce qui résulterait en une induction de la
prolifération de l’épithélium des conduits mammaires (7,8). Des études d’abolition du
récepteur de l’EGF chez les souris ont démontré une réponse diminuée à l’EGF dans la
glande mammaire. Les souris vierges de cette étude possèdent en effet un déficit dans la
croissance des conduits et le branchement des lobes avéolaires. Ce type de déficit est
habituellement présent seulement dans les cas où les niveaux d’oestrogènes circulants sont
élevés et par conséquent où l’EGF est augmenté (18). Une autre étude appuie cette
hypothèse; l’introduction de 17f3-estradiol dans les tissus adipeux mammaires chez la souris
ovariectomisée augmente les niveaux locaux d’EGF, qui lui-même semble induire les effets
mitogéniques des oestrogènes (19).
1.2.3 Les tissus osseux
Un lien entre les hormones oestrogéniques et l’ostéoporose a été établi depuis plus
de soixante ans (1941) chez les femmes ménopausées (8). Maintenant bien caractérisée,
cette maladie provient d’un débalancement entre l’action des ostéoblastes et des
ostéoclastes (8). Les os sont composés principalement de trois types de cellules: les
ostéoblastes, qui participent à la synthèse de la matrice osseuse; les ostéoclastes, qui
participent à sa résorption; et finalement les ostéocytes qui lient la masse osseuse (20).
Les hormones jouent un rôle dans le dimorphisme sexuel qui est atteint lors de la
puberté. Les oestrogènes limitent alors la vitesse de croissance et jouent un rôle sur l’arrêt
des plaques de croissance osseuses. Durant l’âge adulte chez la femme (avant la
ménopause), le cycle menstruel influence l’activité des ostéoblastes indirectement. Pendant
une grossesse, il y a maintien de la masse osseuse mais augmentation de la vitesse du cycle
de synthèse et de résorption par les ostéoblastes et ostéoclastes, respectivement. Lors de la
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ménopause, la diminution des oestrogènes circulants perturbe la balance entre l’activité
de ces cellules osseuses. L’activité des ostéoclastes, n’étant plus ralentie par les oestrogènes,
va augmenter et les ostéoblastes auront plus de difficulté à remplir les espaces résorbés. Ce
manque d’oestrogènes va ainsi accroître les risques d’ostéoporose (20).
Les études chez les animaux et les cellules en culture appuient ces observations chez
la femme. Bien qu’il reste encore des controverses et des imprécisions quant aux détails
moléculaires du mode d’action des oestrogènes dans les tissus osseux, il semble y avoir un
certain consensus. Les oestrogènes, agissant à la fois sur les ostéoclastes et les ostéoblastes,
maintiennent le contrôle de la balance synthèse — résorption. L’activité de résorption des
ostéoclastes serait influencée directement par les hormones oestrogéniques (7,20).
Cependant, l’action directe des oestrogènes sur les ostéoblastes est plus discutable. Les
oestrogènes influencent les cytokines sécrétées par les ostéoblastes (IGF1, IL1, 1L6, etc...)
(7,20), contrôlant ainsi leur activité de manière indirecte.
1.2.4 Le système nerveux
Plusieurs raisons sont évoquées pour justifier l’utilisation de thérapie de
remplacement hormonal lors de la ménopause chez la femme. Certaines d’entre elles sont
reliées aux effets des oestrogènes sur le système nerveux. Les oestrogènes pourraient
prévenir les maladies dégénératives comme la maladie d’Alzheimer et celle de Parkinson
(21,22). La détection des sites d’action précis des hormones dans le cerveau a démontré de
nombreux sites de fixation (cortex, hypothalamus, région pré-optique, amygdale, cordon
médullaire, épiphyse) (9). Cette distribution confère un rôle potentiel des hormones dans
différentes sphères physiologiques, allant des fonctions reproductrices, de la mémoire et de
l’apprentissage à la régulation hormonale (8,23). Il est également reconnu que les hormones
sexuelles influencent la différenciation sexuée du système nerveux (8,9).
Comme dans beaucoup d’autres tissus lors de la maturité sexuelle, les oestrogènes
jouent un rôle dans les fonctions de reproduction contrôlées par le système nerveux. Les
niveaux d’oestrogènes circulants chez la femme régulent de manière positive et négative les
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sécrétions de gonadotropines (fSH, LH) par l’hypothalamus. Ceci a pour rôle de
contrôler la sécrétion des stéroïdes, la gamétogenèse et l’ovulation (8).
1.2.5 Le système cardïovasculaire
Il est reconnu depuis nombre d’années que les risques de maladies cardiovasculaires
sont plus faibles chez les femmes pré-ménopausées que chez les hommes du même âge. Il
est donc naturel de penser que les oestrogènes ont un rôle à jouer dans cette protection.
Plusieurs études épidémiologiques ont en effet démontré l’implication des oestrogènes dans
la protection cadiovasculaire (8,24-26).
Les oestrogènes protègent les femmes principalement de deux façons. Dans un
premier temps, elles jouent un rôle positif sur le système cardiovasculaire en agissant
directement sur les vaisseaux sanguins (8,24). Les oestrogènes modulent une vasodilatation
en agissant sur les cellules musculaires lisses et l’épithélium des vaisseaux sanguins (24).
Une panoplie de molécules est régulée par les oestrogènes [molécules d’adhésion,
vasodilatateurs (NO), vasoconstricteurs (endothéline- 1), anti-oxydants, chemoattractants]
(8). Cette régulation dans le territoire veineux, complémentée par les effets des oestrogènes
sur le cholestérol, contribue ainsi à une meilleure circulation sanguine.
Le deuxième rôle protecteur est indirect. Les oestrogènes participent au contrôle de
l’hypercholestérolémie en venant diminuer les LDL circulant dans le sang et en augmentant
la concentration de HDL (8,24). Des études chez des animaux ovariectomisés ont démontré
qu’un anti-oestrogène total contrecarrait l’effet protecteur (27). La majeure partie de la
protection provient de cet effet relié aux lipoprotéines (8).
1.3 Les maladies associées aux oestrogènes
Les oestrogènes ciblent donc des tissus très variés chez la femme et chez l’homme.
Les actions variées des oestrogènes peuvent conduire à une protection contre certaines
maladies (ostéoporose, Alzheimer, Parkinson, maladies cardiovasculaires...) ou à une
13
sensibilité accrue pour d’autres maladies (cancer des ovaires, de l’utérus, du sein, de la
prostate, du colon). Par soucis de concision, seules les implications dans les cancers vont
être abordées.
Bien que les oestrogènes protègent contre différents états pathologiques, une
exposition prolongée peut au contraire induire différents types de cancer. Le type de cancer
le plus fréquemment induit de cette manière chez la femme est le cancer du sein. Au
Canada, une femme sur neuf en sera atteinte au cours de sa vie. Bien que les causes
puissent être multiples, deux hypothèses se dégagent pour cette susceptibilité. L’exposition
répétée des cellules mammaires à des cycles de prolifération, qui augmentent le nombre de
divisions, augmente considérablement le risque d’erreur lors de la réplication ce qui peut
conduire à des aberrations dans des voies cellulaires critiques comme l’apoptose et la
prolifération. La deuxième hypothèse implique directement les métabolites actifs des
oestrogènes qui peuvent induire des effets génotoxiques et provoquer ainsi des dommages à
l’ADN (2$).
Les récepteurs des oestrogènes sont exprimés dans deux tiers des tumeurs
ovariennes. Ce cancer relié en grande majorité aux oestrogènes est le cinquième cancer en
importance chez la femme aux États-Unis. Contrairement au cancer du sein, l’effet de
diminution de la récurrence de ces tumeurs ovariennes grâce à l’anti-oestrogène tamoxifène
n’est pas observable. Le cancer du colon est quant à lui caractérisé par une perte du
récepteur des oestrogènes. Les études cliniques à grande échelle sur les thérapies de
remplacement hormonal ont permis de mettre en lumière que les traitements aux
oestrogènes sans progestines augmentaient considérablement les cas de cancers
endométriaux. finalement, chez les rongeurs, une exposition aux oestrogènes cause une
hyperplasie de la prostate menant à un cancer. Il faut cependant noter que les études chez
les humains sont plus controversées sur ce sujet, bien que ces tumeurs soient positives pour
les récepteurs aux oestrogènes (2$).
Les oestrogènes jouent un rôle crucial dans la reproduction humaine et dans
l’homéostasie chez la femme. Les maladies associées à leur présence et/ou leur absence
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sont diverses. Ces hormones induisent une panoplie de réponses dans les cellules des
tissus cibles grâce à l’action de différents transmetteurs de signaux. Les différents
récepteurs des oestrogènes permettent cette signalisation. Dans le chapitre suivant, les
récepteurs, leurs rôles et signalisation vont être abordés.
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Chapitre 2 : Récepteur des oestrogènes, médiateur de la
signalisation cellulaire
ONE 0F the challenging problems confronting biological scientists has been
the manner in which hormones serve as regulators of biochemical processes
in tissues ofhigher animais
E. V. Jensen and E. R DeSombre, 1973 (8,29)
Le groupe du Dr E.V. Jensen a passé plusieurs années à démontrer que les
hormones stéroïdieimes lient des récepteurs intracellulaires. Le premier récepteur à être
identifié fut celui liant le 1713-oestradiol (ou E2), qui est l’oestrogène le plus actif (8). Par la
suite, les récepteurs de la testostérone, la progestérone, les glucocorticoïdes, l’hormone
thyroïdienne, la vitamine D3 et les rétinoïdes ont été documentés, définissant ainsi la
grande famille des récepteurs stéroïdiens (8).
Dans les années qui ont suivi la caractérisation du concept de récepteur liant les
hormones, l’avènement de la biologie moléculaire a permis le clonage d’un récepteur
intracellulaire des oestrogènes, ERa (30), suivi après plusieurs années de ERf3 (31,32).
Dans les trois dernières décennies, l’élaboration d’anticorps sélectifs et de souris mutantes
où l’expression des récepteurs a été abolie, la compréhension moléculaire des modes de
transmission du signal des récepteurs, la génération de différents antagonistes sélectifs,
l’étude des maladies associées aux hormones et à leurs récepteurs ainsi que plusieurs autres
avancées technologiques et mécanistiques ont permis de brosser un portrait complexe mais
en pleine effervescence du mode d’action des hormones stéroïdiennes et particulièrement
des oestrogènes.
Dans cette deuxième partie, les détails moléculaires de la transmission du signal par
les oestrogènes vont être développés en portant une attention particulière aux connaissances
actuelles sur les mécanismes de liaison des récepteurs à l’ADN et de leur régulation
transcriptionneÏÏe, aux voies de signalisation classiques et non classiques des récepteurs et à
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la complexffication du concept de récepteur des hormones stéroïdiennes par la
description de nouveaux acteurs.
2.1 Les récepteurs nucléaires des oestrogènes
Les hormones oestrogéniques, possédant des propriétés hydrophobes, entrent dans
la cellule et ont pour cibles des récepteurs nucléaires. Il existe deux types de récepteurs
nucléaires classiques liant les oestrogènes: ERa et ERf3. Le premier récepteur à être cloné
fut ERa en 1985 (30). Par la suite, des études d’affinité de liaison de E2 sur des tissus
animaux ont été réalisées dans le but de comprendre les effets physiologiques des
oestrogènes. Certains effets ne semblaient pas être explicables par la seule activité de
ERa, dont l’expression n’était pas détectée dans certains tissus cibles des oestrogènes. Il
fallut attendre 1995 pour que plusieurs groupes identifient le deuxième récepteur nucléaire,
ERf3, permettant ainsi d’ouvrir la voie à une meilleure compréhension des effets médiés par
les oestrogènes (31,32).
Ces deux récepteurs se comportent comme des facteurs de transcription dépendant
de la liaison des oestrogènes. Ils possèdent donc plusieurs domaines fonctionnels pour
établir des interactions spécifiques avec l’ADN et leurs différents corégulateurs. Voici les
descriptions de ceux-ci dans le contexte de la signalisation par les oestrogènes.
2.1.1 Dualité de fonction: récepteur et facteur de transcription
Les récepteurs des oestrogènes font partie de la grande famille des récepteurs
nucléaires, qui ont une organisation en différents domaines fonctionnels. Ils reçoivent le
signal hormonal et le transmettent en agissant sur la transcription via leurs domaines de
transactivations 1 et 2 (AF1 et AF2) ainsi que par le domaine de liaison à l’ADN (Fig. 2).
Ce dernier se situe dans la région «C» et inclut une partie de la région «D» (Fig. 2). Cette
liaison directe à l’ADN est assurée par deux doigts de zinc à quatre cystéines (f ig. 2). Ces
derniers comportent deux régions critiques: la «P box», pour la sélectivité de la liaison à
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l’ADN et la «D box» comme domaine de dimérisation entre les deux unités des
récepteurs, ce qui contrôle la spécificité de l’espacement (33-35). Cette région d’interaction
avec l’ADN étant la plus conservée entre les deux récepteurs (> 95%, acides aminés), la
liaison à l’ADN est presque identique entre ERa et ER3 (23,36).
Le deuxième domaine le plus conservé entre les récepteurs (60%) est celui liant
l’hormone (LBD). Situé dans la région «E», il est chevauché par la région d’activation AF
2 (hélices 3,4,5 et 12), qui est dépendante de la liaison de l’hormone. La poche hydrophobe
de liaison au ligand est composée des hélices 3 à 12. Cette dernière hélice est la clé de
l’activation du récepteur. Lors de la liaison du 17f3-oesfradiol, des changements
conformationels provoquent le recouvrement de la poche de liaison par l’hélice 12 (H12),
formant avec les hélices 3,4,5 une surface de recrutement de plusieurs coactivateurs par la
formation d’un sillon qui permet l’insertion d’une hélice a comportant un motif LXXLL
retrouvé dans la pluspart des coactivateurs des récepteurs nucléaires. Par contre, lors de la
liaison d’un antagoniste, l’hélice 12 se retrouve plutôt dans un sillon hydrophobe formé par
les hélices 3, 4 et 5, déstabilisant les interactions avec les coactivateurs et permettant le
recrutement de répresseurs transcriptionnels. Bien sûr, le portrait est plus complexe
lorsqu’on examine chaque ligand individuellement, mais en résumé, c’est la mobilité de
l’hélice 1112 dans le domaine AF-2, qui dicte les interactions avec les corégulateurs des
récepteurs. Les mécanismes de liaison et l’affinité de ERa et ERI3 diffèrent très peu pour
les hormones naturelles. Finalement, en plus de la liaison du ligand, la région E/F possède
une région de dimérisation entre les monomères de ER et des signaux de transiocation
nucléaire (7).
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Figure 2 : Les récepteurs des oestrogènes
Les principales régions structurales des récepteurs des oestrogènes sont représentées. A) Schématisation de la
séquence de ERa humain divisé en région A-F. Les deux principaux domaines fonctionnels du récepteur sont
représentés, soit le domaine de la liaison à l’ADN (DBD) compris dans les régions CD et le domaine de
liaison du ligand LBD débutant à la fin de la région D pour se terminer dans la région F. L’homologie entre
ERa et ER3 pour les différentes régions est indiquée. Finalement on retrouve les régions d’interaction avec
les corégulateurs AF1 (région A/B) et AF2 (région E!F). (23,36). B) Le domaine de liaison à l’ADN du
récepteur ERa compris entre les acides aminés 185-282 dans les régions CD est élargi. On peut voir les deux
doigts de zinc, en rouge, la P-BOX, en bleu, la D-BOX et en jaune l’hélice de reconnaissance à l’ADN. (33-
35) C) Le domaine de liaison de l’hormone est représenté sous forme de dimère. Bien que les données
cristallographiques aient été générées avec les acides aminés 301 à 553 du récepteur (DEF), seulement les
résidus 305 à 548 sont structurés dans le cristal. On peut voir en jaune le 171-estradiol lié dans sa poche de
liaison hydrophobe, la position de la dernière hélice (H 12) recouvrant le site de liaison est également visible.
Finalement, l’interface de dimérisation (15% de la surface) comprend les hélices 8 et 11. (adapté de la
séquence PDB de (37))
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finalement, la région la moins conservée (<16%) entre les deux récepteurs est la
région A/B. Cette région est caractérisée par une fonction d’activation transcriptionnelle qui
s’explique par la présence de différentes régions d’interaction avec des corégulateurs. Cette
fonction de transactivation (AF-1) est indépendante du ligand. Il existe des différences
majeures entre les domaines AF-1 des deux ER. Des essais réalisés dans différents types
cellulaires ont démontré que le domaine Af-1 de ERa est beaucoup plus actif en
transcription que celui de ERI3. Celle différence réside peut-être dans l’identité des
corégulateurs interagissant avec les deux récepteurs ou dans la force de ces interactions.
Une autre différence dans les propriétés transcriptionnelles des deux récepteurs est due à
l’activité de AF-1 lors de la liaison de différents ligands. L’anti-oestrogène tamoxifène
(TAM), qui agit comme un agoniste partiel de manière dépendante des gènes et du type
cellulaire, médie l’activation de la transcription grâce à certaines parties de la région Af-1
dans le récepteur ERa. Cependant lorsque les mêmes expériences sont faites avec le
récepteur ERI3, il n’y a aucune activation avec TAM. Celle activation est retrouvée lorsque
des chimères de récepteurs pour la région A/B sont réalisées. Les 24 acides aminés (4 1-64)
nécessaires à celle activation pour ERa ne se retrouvent pas dans le domaine Af 1 de ERf3,
ce qui explique la différence d’activité transcriptionnelle face au TAIVI (7,38-40).
2.1.2 L’activation et les modifications post-transcriptionelles
Comme tous les récepteurs et les facteurs de transcription, les récepteurs des
oestrogènes peuvent être modifiés de façon post-transcriptionelle. Ces modifications sont à
la fois importantes pour l’activité de transactivation, la stabilité du récepteur, l’interaction
avec des corégulateurs, la localisation dans la cellule, la liaison de l’hormone et la liaison à
l’ADN. II existe une variété de modifications post-transcriptionelles sur des protéines telles
que la phosphorylation, l’acétylation, la méthylation, la sumoylation, l’ubiquitination et la
palmitoylation. La description exhaustive des différentes modifications démontrées sur ER
pourrait être le sujet d’une thèse en soi, donc seuls seront décrits ici les principaux effets
des modifications et leurs différents impacts sur l’activité du récepteur.
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Lors de la liaison de l’hormone, les changements conformationnels du récepteur
ont été démontrés par des modifications dans l’immunoréactivité du récepteur, dans des
patrons de digestions par les protéases altérées et dans les surfaces hydrophobes exposées
(41). Ces différents changements induits par la liaison de E2 permettent d’exposer des
surfaces sensibles aux modifications et au recrutement des différentes protéines
régulatrices. Ces dernières peuvent à la fois participer directement à la transcription médiée
par ER, à la modification d’autres corégulateurs et/ou à la modification des récepteurs eux-
mêmes. L’intervention dc ces corégulateurs rend possible différentes modifications sur
ERa, dont les plus importantes et/ou les mieux caractérisées sont la phosphorylation,
1’ acétylation, la sumoylation et l’ubiquitination.
La phosphorylation est sans contredit la modification la plus largement étudiée sur
les récepteurs stéroïdiens. Elle est impliquée à la fois dans l’activité transcriptionnelle
indépendante (Af-l) et dépendante (AF-2) des oestrogènes (41-45). Plusieurs sites de
phosphorylation ont été caractérisés dans ERa, se situant tout au long du récepteur. Ils
impliquent des sérines/thréonine kinases et des tyrosine kinases (42,45). Certaines
phosphorylations de sérines dans le domaine AF-l sont impliquées dans l’augmentation de
l’activité transcriptionelle indépendante (43,45) et dépendante (41-43,45) du ligand en
permettant le recrutement de différents coactivateurs. Cette activité améliorée peut être due
à la fois à une meilleure stabilité du récepteur, à un recrutement accru des coactivateurs, à
une meilleure liaison à l’ADN ou à un changement de localisation du récepteur (4 1,42,45).
Le deuxième type de modification relativement bien caractérisé est l’acétylation du
récepteur. Lors de la transcription par ERa, une variété de coactivateurs qui possèdent une
activité acétyltransférase (HAT) sont recrutés (46). Dans un premier temps, ces
modifications ont d’abord été reconnues pour être impliquées dans l’ouverture de la
chromatine en venant déstabiliser sa structure compacte, ce qui favorise le recrutement des
protéines servant à la transcription. Des études ont démontré que ces coactivateurs
pouvaient à la fois agir sur les histones et sur le récepteur lui-même. Pour le moment,
l’acétylation de quatre lysines de ERa (domaine D) est caractérisée, c’est-à-dire les résidus
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266, 268, 302 et 303. La caractérisation des deux premières lysines découvertes (302,
303) indique que leur acétylation semble être impliquée dans une baisse de l’activité
transcriptionnelle du récepteur (45,47). Cette observation est à priori en contradiction avec
l’effet de l’acétylation des histones, qui augmente la transcription, et suggère un mécanisme
de régulation en boucle de rétroaction du récepteur. Des études subséquentes ont démontré
qu’une phosphorylation dans la même région pouvait prévenir l’acétylation de ces lysines
(44). Cette phosphorylation est quant à elle activatrice de la transcription. Les deux
modifications sont donc opposées. Cette acétylation inhibitrice pourrait avoir un rôle à
jouer dans 1’ inactivation et la dégradation subséquente du récepteur. Quant à 1’ acétylation
des lysines 266 et 26$, elle est impliquée dans une meilleure activité transcriptionnelle de
ERa en augmentant son affinité pour l’ERE (46). L’acétylation est donc une modification
qui provoque des régulations complexes et diversifiées de ERa.
L’ubiquitination des ER est utilisée pour servir de ciblage vers la machinerie de
dégradation des protéines impliquant le protéosome. La demi-vie de ERa est réduite à
approximativement 3 heures en présence d’oestrogène. L’ubiquitination du récepteur,
panallêlement à la transcription, sert de modulateur du signal de transcription induit par le
ligand. Cette modification semble aller de pair avec une réduction de la mobilité
intracellulaire du récepteur qui est par la suite dégradé (45,4$). Elle est donc reliée à une
inactivation du récepteur.
Finalement, la sumoylation, bien qu’appartenant à la même famille de modifications
que l’ubiquitination, a un rôle positif dans la transcription médiée par les ER (49). Elle
semble être présente seulement lorsqu’il y a liaison de E2 au récepteur (49). Contrairement
à l’ubiquitination, elle ne joue pas un rôle de ciblage du récepteur vers le protéosome.
2.1.3 La liaison à 1’AIN
Les récepteurs des oestrogènes ont la capacité de lier l’ADN via leurs doigts de zinc
(Fig 2 et 3). Plusieurs études ont été réalisées pour déterminer quels sont les déterminants
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de cette liaison et quelle en est la spécificité. Les récepteurs stéroïdiens lient l’ADN
généralement avec deux unités de récepteurs (homo- ou hétéro- dimère), sur deux demi-
sites consensus de cinq ou six paires de bases (pb). La spécificité d’interaction vient en
grande partie de l’orientation que prennent ces demi-sites sur l’ADN et de l’espacement
entre ceux-ci. Les séquences des sites eux-mêmes sont en effet très similaires entre les
différents récepteurs nucléaires. Ces séquences peuvent être cependant organisées en
palindromes, en répétitions directes et/ou en répétitions inverses, avec des espacements
variables généralement de un à cinq nucléotides (36).
L’élément de réponse consensus pour les récepteurs des oestrogènes sur l’ADN
(ERE) est illustré dans la figure 3A. Il est composé d’un palindrome de six paires de bases
(pb), espacé par trois paires de bases d’identité variable. Bien que les positions extérieures
des motifs soient plus permissives (purine/pyrimidine), il n’en demeure pas moins que cet
ERE (Fig 3A) possède la plus haute affinité d’interaction pour les ER (33,3 5,36). Les autres
récepteurs stéroïdiens (ex: récepteur glucocorticoïdes (GR)) lient le même genre de motif
palindromique avec pour seules différences les deux bases centrales du demi-site. Des
études ont démontré que la «P box» (Fig 2) est impliquée dans la discrimination entre les
motifs reconnus par ER ou par les autres récepteurs stéroïdiens (35). Des études ont
également caractérisé l’espacement (trois nucléotides) et l’orientation palindromique des
demi-sites comme étant optimaux (33,35). ERa peut lier faiblement un demi-site répété
directement avec une plus faible affinité. Il a également été établi qu’une petite partie de la
région «D» (Fig 2) était impliquée dans une interaction avec l’ADN et aide la stabilisation
de l’interaction, particulièrement dans les séquences présentant des variations avec le
consensus (34). Des études cristallographiques ont permis la caractérisation en trois
dimensions de la position des unités de récepteur sur une petite molécule d’ADN, et
d’appuyer les études précédentes (50) (f ig.3 B,C). Dans la résolution des cristaux, on peut
bien voir les acides aminés de la «P box» jouer un rôle majeur dans la reconnaissance des
bases qui diffèrent entre les deux types de motifs reconnus par les récepteurs stéroïdiens.
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Figure 3 : Interaction de ERa avec l’ADN
A) Élément de réponse aux oestrogènes ERE. B) Modèle de liaison du DBD de ERa sur un ERE obtenue en
utilisant un polypeptide correspondant â la région des doigts de zinc seulement. (Préparé â partie de la
structure de la banque de données PBD correspondant â la référence (50)) C) Interactions directes et
indirectes des différents acides aminés du DBD avec l’ADN (36). (figure bâtie à l’aide des données
cristallographiques (50) et de la référence (36))
Certaines études se sont penchées sur la différence potentielle de liaison qui existe
entre ERa et ERf3. Le site de liaison consensus est le même et il y a de très petites
variations d’affinité entre ERa et ERf3 (51). Les différences entre l’affinité de ces
récepteurs envers le ERE in vitro résident dans leur affinité envers les séquences variantes
du consensus. Des études plus poussées d’immunoprécipitation de la chromatine devront
être réalisées pour discriminer si les récepteurs agissent différemment dans un contexte de
chromatine structurée in vivo.
2.1.4 La distribution tissulaire
Dans le premier chapitre, les effets des oestrogènes sur les différents tissus ont été
abordés. Ces effets variés sont médiés par les récepteurs ERa et ER3 qui, une fois activés
par l’oestrogène et liés à l’ADN, régulent la transcription d’une panoplie de gènes différents
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selon les tissus. Dans l’organisme, les récepteurs sont retrouvés parfois dans les mêmes
tissus, avec un rapport ERa/ER[3 différent. Ces différences d’expression permettent une
large modulation de la réponse à un même signal par les oestrogènes.
Le récepteur ERa est le seul ER exprimé dans les ovaires, le foie, les reins et
l’hypophyse (8). Par contre, dans les glandes mammaires, les os, l’utérus, les ovaires, les
poumons, le système nerveux, le système cardiaque, les testicules, la prostate et
l’épididyme, les deux récepteurs sont présents avec des rapports de concentration variés
(7,8). Cette liste établie chez le rat et la souris dépend cependant des souches de souris
testées (www.nursa.org). Les techniques utilisées pour la détection influencent les résultats
des patrons d’expression des récepteurs. L’âge des animaux testés joue également un rôle
important dans l’expression des récepteurs. Cependant, bien que les tissus ne soient pas
tous identiques d’un organisme à l’autre, il est important de retenir que les récepteurs sont
exprimés de façons différentes dans une panoplie de tissus cibles. Ces variations brossent
un tableau complexe du rôle des oestrogènes et de sa signalisation. Les gènes dont la
transcription est régulée par les récepteurs pourront donc être affectés de manière différente
dans les tissus, dépendamment de quels récepteurs y sont exprimés, quels sont les
partenaires de corégulation présents, l’accessibilité de ces gènes aux récepteurs, etc...
2.1.5 Les récepteurs orphelins reliés aux oestrogènes (ERR)
Après le clonage de ERa et d’autres récepteurs nucléaires (récepteurs aux hormones
thyroidiennes, de la vitamine D3) particulièrement proches des ER, plusieurs criblages ont
été réalisés dans le but de découvrir d’autres récepteurs nucléaires potentiels sur la base de
la conservation des domaines de liaison à l’ADN. En 1988, un groupe a identifié des
récepteurs nucléaires orphelins possédant un domaine de liaison à l’ADN similaire à ERa.
Ces deux récepteurs appelés «orphelins» car leur hormone régulatrice n’est pas connue, ont
été nommés ERRa et ERRf3 pour récepteur relié aux récepteurs des oestrogènes. Un
troisième membre de cette famille de récepteurs orphelins, ERR’’ est venu s’ajouter en
1999. (52)
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Les ERR possèdent une homologie assez grande (60%) avec ERa au niveau du
domaine de liaison à l’ADN. Cette ressemblance permet aux ERR de lier l’ADN en
monomère sur un ERE. De plus, ils sont capables de lier l’ADN sur un demi-ERE précédé
des nucléotides TCA (le SFRE). Il a été démontré in vitro que ERa (mais pas ER3) est
également capable de lier les SFRE. Certains gènes régulés par les oestrogènes via les ER
tels que la lactoférine, l’ostéopontine et le gène pS2 (TFFl), sont également régulés par les
ERR. La liaison d’éléments d’ADN similaires entre les deux types de récepteurs
complexifie grandement l’étude de la régulation par les oestrogènes (7,52).
Bien que leur interaction à l’ADN soit similaire, le domaine de liaison du ligand de
ERa et de ERR présente seulement 35% d’homologie. Par conséquent, les oestrogènes
naturels ne peuvent interagir avec les ERR, qui sont constitutivement actifs et peuvent
intervenir sur différents gènes avec ERa à la fois de façon synergique ou opposée. Certains
composés synthétiques, comme le DES et l’antagoniste de ER Tamoxifène, peuvent
réprimer l’activité constitutive des ERR. Pour le moment, aucun ligand naturel n’est connu
pour les ERR (7,52).
Ce croisement des voies de signalisation des récepteurs classiques des oestrogènes
et des récepteurs orphelins peut donner lieu à une complexification de la régulation par les
oestrogènes, puisqu’en plus de lier l’ADN de la même façon, les ERR régulent l’aromatase,
enzyme responsable de la conversion des androgènes en oestrogènes.
2.2 La signalisation des oestrogènes
Les oestrogènes, de petites molécules hydrophobes, passent au travers des
membranes cellulaires et se lient aux récepteurs nucléaires. Par la suite, les récepteurs
effectuent dans le noyau la réponse transcriptionnelle adéquate par plusieurs mécanismes.
En plus d’une liaison directe à l’ADN, mécanisme dit de signalisation classique, les
récepteurs liant les oestrogènes peuvent participer à la transcription de gènes en collaborant
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avec d’autres facteurs de transcription, directement sur l’ADN ou en tant que
corégulateur. Finalement, les oestrogènes possèdent une voie de signalisation très rapide
par un (des) récepteur(s) membranaire(s), dont l’identité est encore controversée. Dans les
prochaines sections, les mécanismes de transmission du signal hormonal de façon classique
seront abordés, ainsi que les nouvelles avenues de signalisation des oestrogènes.
2.2.1 Signalisation nucléaire classique
En absence d’oestrogènes, les récepteurs ERa et ER3 se retrouvent à la fois dans le
cytoplasme et dans le noyau. Ils sont couplés à des protéines chaperonnes (HSP9O) qui les
maintiennent dans un état inactif Lors de la liaison de l’oestrogène au récepteur, il y a
dissociation des protéines chaperonnes et changement conformationnel permettant la
dimérisation des récepteurs et l’association subséquente avec les ERE accessibles sur
l’ADN (Fig. 4A). L’association du récepteur sur l’ADN permet de médier la transcription
d’un gène donné. Cette transactivation peut se produire seulement avec l’aide de plusieurs
coactivateurs.
2.2.1.1 Les cofacteurs de la signalisation nucléaire
Plusieurs classes de cofacteurs interagissent directement ou via un intermédiaire
avec le dimère de ER avec E2 lié sur l’ADN afin de permettre une réponse adéquate et
complète du signal. Les différents coactivateurs seront recrutés différentiellement avec ER
selon le gène et la cellule étudiés. Les principaux complexes pouvant participer à la
transcription avec ERa sont : le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF, les
complexes à activité HAT (p160 et CBP/p300), les protéines avec une activité méthyl
transférase (CARM1, PRMTY), et finalement le complexe médiateur TRAP/DRIP.
Selon une étude exhaustive du recrutement des différents complexes protéiques
participant à la régulation de la transcription par ERa du gène pS2/TFF1, le premier
coactivateur venant aider ERa sur le promoteur est Brgl (53), une sous-unité catalytique du
complexe des SWI/SNF. Ce dernier participe à la régulation de la transcription à l’aide de
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l’activité hélicase dépendante de l’ATP, possédée par certaines sous-unités, en
permettant un remodelage des nucléosomes (54). L’interaction hormono-dépendante de ce
complexe protéique avec ERa a été découverte en premier lieu par des expériences de
doubles hybrides chez la levure (55). Par la suite, plusieurs études ont permis d’étudier le
rôle de ce complexe de cofacteurs avec ERa et les autres récepteurs nucléaires (53,56,57).
En plus de jouer sur la structure du nucléosome, SWI/SNf (via BAF57) interagit avec des
membres de la famille des p160, une autre classe de cofacteurs de ERa (57).
Toujours selon l’étude sur le gène TFFl, les pi60, (SRC1, SRC2, SRC3) (5$-63)
possédant presque tous (SRC1, SRC3) (62,64) une activité histone acétyltransférase (HAT),
arrivent à la suite du complexe SWI/SNF sur le promoteur (53). En présence d’oestrogène,
ils interagissent avec ERa, via la région d’interaction formée par les hélices H3,H5 et H12
du LBD (AF-2) par un motif d’interaction LXXLL (65). Ces p160 peuvent recruter d’autres
complexes protéiques, dont le complexe d’intégration CBP/P300, qui possède également
une activité HAT(62,66) et les méthylases des histones (CARM1/PRMT1) (67), pour
permettre une synergie du signal de transcription (6$).
Ces différents complexes protéiques modifieront l’état de la chromatine et sa
permissivité pour la transcription de façon à permettre l’anivé des facteurs généraux de la
transcription via le complexe médiateur qui sert de pont entre le récepteur/cofacteurs et les
facteurs généraux de la transcription et la RNA polymérase 11(53,69).
2.2.1.2 Recrutement ordonné des complexes impliqués dans la signalisation classique
Plusieurs études ont déterminé que ces différentes protéines ne se retrouvent pas
toutes au même moment avec le récepteur sur l’ADN, mais elles sont recrutées de façon
ordonnée. Pour le gène TFF1, les coactivateurs SRC/p160 et CBP/p300 sont mutuellement
exclusifs. Ces recrutements sont ordonnés et séquentiels mais sont également variables
selon le promoteur et la cellule (36,70).
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figure 4 : Modèle de signalisation dynamique et directe de ERa. A) Signalisation via le mode classique
des récepteurs des oestrogènes. Lors de l’arrivée de l’oestrogène, les protéines de choc thermique HSP se
dissocient, il y a changement conformationnet du récepteur, dimérisation, liaison du récepteur sur un site ERE
et recrutement des différents coactivateurs. B) Les coactivateurs sont recrutés de manière dynamique sur le
promoteur de 1FF 1. Voici un sommaire des différentes interactions avec ERa lors de la transcription. En
vert augmentation, en rouge diminution, en bleu recrutement stable (adaptation de Métivier et al (53,70)).
Des études d’immunoprécipitation de la chromatine ont permis de déterminer que le
recrutement des différents complexes n’est pas un évènement statique dans le temps mais
très dynamique. Il a été démontré que l’association de ERa et de l’ARN polymérase II est
périodique (Fig. 4B). L’utilisation d’un agent chimique (a-amanitine) qui permet la
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synchronisation de la transcription en bloquant l’ARN polymérase II a permis de
démontrer la présence d’un cycle d’association non productif du récepteur en absence de
ligand. Après l’ajout d’E2, un premier cycle d’association non productif permet de préparer
le promoteur aux cycles d’association de ERa et des différents coactivateurs qui permettent
la transcription (les cycles productifs I et II sont répétés en alternance) (Fig 4). La présence
de la polymérase II activée concorde avec une diminution de ERa sur le promoteur. Cette
période réfractaire au récepteur permet le recrutement de différents complexes
corépresseurs (HDAC) entre les cycles de transcription de façon à diminuer l’accessibilité
pour le ERE par ERa. Le recrutement de protéines appartenant au complexe du protéasome
20S et la présence de protéines ubiquitinées à proximité du promoteur laissent également
entrevoir la possibilité que ERa soit dégradé simultanément durant ces cycles
«d’inactivation» de la transcription (53,70-72).
Ces différentes études ont démontré que la transcription classique par ERa est un
processus dynamique et cyclique, impliquant différentes classes de protéines. La majorité
de ces études, réalisées sur un nombre restreint de promoteurs, se sont concentrées
exclusivement sur les gènes dont la transcription est activée par ERa. Plusieurs autres
études devront être réalisées sur différentes classes de gènes pour établir un schéma global
de la transcription médiée par les ER.
2.2.2 Signalisation nucléaire alternative
Les récepteurs des oestrogènes sont connus pour lier l’ADN via leur ERE dans la
majorité des situations. Cependant, il existe des modes alternatifs de régulation de la
transcription. Le récepteur peut lier l’ADN en combinaison avec un autre récepteur
nucléaire et/ou facteur de transcription. Cette liaison peut être directe via des éléments de
réponse combinés ou indirect, agissant alors comme coactivateur activé par l’oestrogène. Il
existe donc deux grandes catégories de liaison alternative : liaison nécessitant l’interaction
directe entre ERa et l’ADN, et le recrutement indirect du récepteur à l’ADN via un autre
facteur de transcription (36,73-75).
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Le récepteur ERa, contrairement à ER(3, est capable de lier l’ADN à un demi
ERE (SFRE). Cet élément de réponse peut être seul sur le promoteur ou souvent combiné
avec un site de liaison pour un autre facteur. Ce cas est bien documenté avec le facteur de
transcription SP-l. Plusieurs études ont démontré que des sites combinés fonctionnels
existent. Les distances entre le demi-ERE et la région riche en GC (site SP-l) ainsi que leur
orientation sont variables d’un gène à un autre. Un autre exemple est l’interaction de ERa
avec Nf-KB, où le DBD de ERa est requis (36,74-76).
L’interaction indirecte de ERa avec d’autres facteurs de transcription sans la
nécessité du domaine de liaison à l’ADN a été démontrée pour quelques gènes. ERa est
capable de réguler l’expression de différents gènes en agissant comme coactivateur de SP-l
et d’AP-l en particulier. Des études à grande échelle ont d’ailleurs été faites avec AP-l
pour identifier des gènes régulés par les oestrogènes de cette façon particulière
(36,74,75,77).
Ces modes de signalisation alternatifs ne semblent pas changer les autres
intervenants recrutés dans l’activation de la transcription. Cependant, peu d’études ont été
réalisées dans le but d’analyser le recrutement des différentes composantes pouvant réguler
la transcription via ERa dans un mode de transmission du signal alternatif
2.2.3 Signalisation membranaire : mode d’action rapide des oestrogènes
Finalement, la signalisation des oestrogènes passe aussi par une composante rapide,
souvent nommée voie «non-génomique d’activation» par oposition à la signalisation
classique et/ou alternative qui se passe au niveau génomique (directement sur l’ADN).
L’étude de cette signalisation non génomique est plus controversée. Elle passe par
l’intervention de protéines membranaires et/ou associées à la membrane. La controverse
provient de l’identification des effecteurs du signal oestrogénique: est-ce la présence d’un
nouveau récepteur des oestrogènes membranaire et/ou un recrutement des ER à la
membrane.
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Les premiers effets rapides des stéroïdes ont été caractérisés en 1942 avec l’étude
de la progestérone. Il fallut attendre jusqu’en 1975 pour la caractérisation de l’effet rapide
des oestrogènes. Cette voie d’activation est mise en marche seulement de quelques
secondes à quelques minutes après un stimulus. Comme les autres modes de signalisation
membranaire, il y a stimulation des voies MAPK, PI3K/AKT, cAMP, voies calciques et
induction du flux ionique (78,79).
Différentes études ont démontré que ERa et ERf3 pouvaient être recrutés à la
membrane plasmique et transmettre ces signalisations rapides. Environ 5% des récepteurs
se retrouvent à la membrane via leur interaction avec différentes protéines (les Shc) et
forment un complexe dans les cavéoles avec les récepteurs membranaires IGF-1R et/ou
EGfR. La majeure partie du recrutement de ERa à la membrane se fait avec l’aide de la
protéine cavéoline-1. De plus, des sites de palmitoylation ont été caractérisés sur le
récepteur, permettant un ancrage à la membrane. La présence de ERa dans les cavéoles
permet au récepteur d’activer des voies de signalisation conduisant à la synthèse de eNOS.
L’existence de cette signalisation, impliquant directement les récepteurs classiques recrutés
à la membrane, a été appuyée par la génération de souris transgéniques où les gènes pour
ERa et pour ER3 ont été détruits. Ces souris présentent une absence de signalisation rapide
dans les cellules épithéliales (78-81).
Ces dernières années, un récepteur orphelin couplé aux protéines-G, GPR3O, a été
caractérisé comme étant le médiateur potentiel des voies de signalisation non génomiques
des oestrogènes. Les groupes travaillant sur cette hypothèse ont démontré que GPR3O peut
lier E2 et activer les voies rapides de signalisation par les oestrogènes. De plus, GPR3O
peut lier différents antagonistes de ER et toujours activer ces voies de signalisation rapides,
contrairement à ERa qui est inhibé par ces molécules. Ces effets de GPR3O ont été
démontrés dans des cellules exprimant aussi ERa (MCF7) et dans des cellules caractérisées
pour être ERa— et ER3—négative (SKBR3). Récemment, un groupe a cependant mis un
bémol à ces études en démontrant que dans leurs conditions expérimentales, l’activation
32
des voies rapides nécessite la présence de ERa et qu’il n’y a aucune signalisation par les
oestrogènes par GPR3O dans les SKBR3 (78,79,82-84).
Bien qu’il y ait des controverses entourant l’identité du ou des récepteurs
responsables de l’activité rapide à la membrane, il n’en demeure pas moins que les
oestrogènes possèdent une signalisation rapide. Il est facile d’imaginer que les ER soient
recrutés dans les cavéoles à la membrane dans les cellules les exprimant. Cependant, le
mécanisme serait différent dans des cellules ne possédant pas ou peu de ER, laissant ainsi la
place à des récepteurs comme GPR3O. Les deux mécanismes n’étant pas exclusifs, il est
possible que les deux écoles de pensées aient raison quant à l’identité de l’effecteur.
Les récepteurs ERa et ERf3 médient la signalisation des oestrogènes en intervenant
directement ou indirectement sur la transcription des gènes cibles. Leurs actions peuvent
être rapides et/ou plus lentes et prolongées. Les régulations et les effets induits par la liaison
de E2 sont très diversifiés et complexes. Cependant, bien que le mode de transmission
classique du signal soit bien caractérisé, on connaît encore peu d’éléments de réponse
naturels et de gènes régulés de façon directe par les oestrogènes.
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Chapitre 3 : Chromatine et transcription des gènes
Les principes généraux de la transcription étaient établis plusieurs dizaines d’années
avant de connaître la séquence du génome humain. Bien qu’il y ait plus de 3 milliards de
nucléotides dans le génome humain, les territoires géniques représentent seulement 5% de
ce génome. Le reste de l’ADN possède différentes fonctions, dont entre autre la régulation
de la transcription des gènes.
Lors de la transmission d’un signal à la cellule, la durée et l’amplitude de cette
signalisation est contrôlées de plusieurs façons. La transcription des gènes est une des
étapes importantes de la régulation de la signalisation dans une cellule eucaryote. Plusieurs
intervenants protéiques collaborent avec les facteurs de transcription et les récepteurs
nucléaires pour médier la réponse transcriptionnelle aux différents stimuli cellulaires. Outre
la régulation directe de l’activité de ces différents intervenants, un autre niveau de
régulation de la transcription existe et implique les composantes structurelles des
chromosomes.
Dans ce dernier chapitre, le concept de promoteur et les mécanismes généraux de la
transcription seront décrits brièvement. Par la suite, l’organisation de la chromatine et son
impact sur la transcription des gènes par les récepteurs nucléaires seront abordés.
Finalement, l’émergence de la régulation de la transcription sur dc grandes distances sera
présentée.
3.1 L’organisation spatio-temporelle de la chromatine
Les chromosomes sont la forme tridimensionnelle la plus condensée de l’hélice
d’ADN. La double hélice, passant de 2 nm à 1400 nm est enroulée, de manière très
compacte, en association avec diverses protéines. Lors de la transcription d’un gène, les
34
différents coactivateurs permettent le relâchement dc la structure de façon à donner accès
à la machinerie de transcription. Dans les sections suivantes, la structure linéaire des
promoteurs et la structure tridimensionnelle de la chromatine sera révisée, ainsi que les
mouvements dynamiques de la chromatine.
3.1.1 Les composantes des promoteurs
Les gènes sont transcrits par la machinerie transcriptionnelle de base qui elle-même
est recrutée à l’aide des facteurs de transcription et/ou des récepteurs nucléaires. Plusieurs
études se sont penchées sur la description du promoteur minimal médiant la transcription
basale. Bien qu’il n’existe pas de promoteur universel pour tous les eucaryotes, il y a
plusieurs structures et motifs identifiés comme pouvant faire partie du promoteur minimal
(85,86).
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Figure 5: Le promoteur minimal eucaryote. Le promoteur minimal correspond aux séquences -35 à +35
du site d’initiation de la transcription (Inr). Il existe plusieurs variations aux différentes séquences qui peuvent
être retrouvées sur le promoteur minimal. La boîte TATA et l’élément DPE peuvent servir au recrutement du
complexe TfIID, qui fait partie des facteurs généraux de la transcription. Dans d’autres cas, particulièrement
dans les promoteurs riches en îlot CpG, il peut y avoir recrutement de TFIIB (un autre complexe membre des
facteurs généraux de la transcription) sur un élément BRE. f inalement, les promoteurs possèdent, à
différentes distances, des éléments pour les différents facteurs de transcription spécifiques à un gène donné,
ici représenté par un ERE.
Le promoteur minimal est caractérisé par plusieurs sites de liaison pour différents
complexes protéiques faisant partie de la machinerie transcriptionelle de base. Ces
différents sites de régulation et de liaison composant le promoteur minimal ont été
identifiés à l’aide de différentes techniques biochimiques comme la thecnique de DNAse
footprinting (technique qui permet de voir l’occupation d’une région d’ADN par une
protéine), des essais de gène rapporteur (technique qui permet d’étudier l’importance d’une
région sur la transcription en utilisant des vecteurs d’ADN contenant un promoteur qui
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régule la transcription d’une protéine luminescente) et la technique d’extension de la
région 5’ de l’ARN par amorce (5’ RACE, technique permettant de déterminer le site
d’initiation de la transcription d’un gène). La première région à avoir été caractérisée est la
boîte TATA, motif d’ADN qui est similaire à la boîte Pribnow chez les procaryotes. Cette
boîte est le site de liaison de TBP, une protéine composante du complexe TFIID, un facteur
général de la transcription pour la polymérase II. Elle est située en amont du site d’initiation
de la transcription (-31 pb à -26 pb, Fig 5). Dans les promoteurs ne possédant pas la boîte
TATA, une autre région, située en aval du site d’initiation, peut servir à la liaison de
TFIID: la région DPE. La région DPE est toujours localisée à la même distance du site
d’initiation, soit +28 pb à +32 pb. Cet élément sert à positionner adéquatement le complexe
de pré-initiation de la transcription (fig 5). La dernière région caractérisée du promoteur
minimal est une région riche en nucléotide GC. Cette région BRE, située immédiatement en
amont de la boîte TATA, est le site de liaison de TFIIB, facteur général de la transcription
qui peut activer et/ou réprimer la transcription dépendant du contexte des gènes et des
organismes étudiés (85,86).
Le site d’initiation de la transcription (Inr) est présent dans les promoteurs contenant
des boîtes TATA et/ou DPE. Le complexe TFIID et la RNA polymérase II peuvent lier la
région lur à différents moments de la transcription. Habituellement, la transcription
commence au nucléotide A1. Cependant, certains gènes sont contrôlés par des facteurs de
transcription liant des îlots CpG plutôt que d’être régulés par une boîte TATA et/ou DPE, la
définition du nucléotide de départ est donc plus incertaine. Certaines études démontrent que
près de la moitié des gènes humains étudiés seraient transcrits par un tel mécanisme. Ces
îlots CpG sont caractérisés non pas par un site d’initiation précis (A *1), mais plutôt par une
transcription faible sur environ 100 ph (85-87).
Le rôle du promoteur minimal est d’assurer une transcription basale des gènes. Un
gène nécessite beaucoup plus que les facteurs généraux de la transcription pour être
transcrit et régulé adéquatement. C’est pourquoi on retrouve, à différents endroits sur le
promoteur, des sites de fixation pour des facteurs de transcription spécifiques. Ces derniers
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peuvent agir comme activateurs transcriptionnels et/ou comme inhibiteurs de la
transcription basale. Pour certains facteurs de transcription comme ERa, il y recrutement
du facteur au promoteur lors de l’arrivée du signal (dans ce cas-ci liaison d’oestrogènes au
récepteur). Pour d’autres facteurs de transcription comme les récepteurs de la famille des
rétinoïdes, ils peuvent êtres associés en abscence de signalisation et médier une répression
du gène. Cependant, lors de l’arrivée d’un signal positif de transcription, ces mêmes
facteurs recrutent plutôt des protéines servant à l’augmentation de la transcription du gène.
Le tableau peut être encore plus complexe car chaque promoteur peut contenir plusieurs
sites activateurs et répresseurs différents et ces différents facteurs peuvent interagir entre
eux de façon à promouvoir une régulation fine du gène. Ces sites de fixations peuvent
également se situer sur de grandes distances par rapport au site d’initiation de la
transcription, à la fois en amont et/ou en aval, et sont alors appelés sites «enhancers» ou
«silencers». Ces derniers regroupent en général plusieurs sites de fixation pour différents
facteurs de transcription. Finalement, il existe un dernier niveau de régulation: les régions
frontières (Ins). Ces dernières servent à la fois de limites entre les domaines
transcriptionnels et de barrières à la propagation de ta structure de ta chromatine régutant
ainsi la propagation du signal des facteurs transcriptionnels (85-8$).
3.1.2 Structure tridimensionnelle et dynamique de la chromafine
L’ADN contenu dans chaque cellule, lorsqu’il est déroulé, totalise environ 2 m de
long. Il est donc nécessaire pour les cellules de posséder une façon efficace d’empaquetage
de la molécule, car le noyau ne fait approximativement que 6 tm de diamètre.
Le premier niveau de compaction est obtenu par enroulement de l’ADN autour de
protéines abondantes et hautement conservées dans la cellule : les histones. Des recherches
de biochimie, de microscopie et de crystallographie ont permis d’établir que les histones
(H2A, H2B, H3, H4) enroulent 146 pb en 1,75 tours formant ainsi, à la manière d’un collier
de perles, une chaîne de 10 nm ($9-91). Par la suite, les nucléosomes (histones + ADN)
sont super-enroulés pour former une fibre de 30 nm. Finalement, le tout est à nouveau
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enroulé en différentes boucles et super-hélices pour former un chromosome d’une
largeur d’environ 1400 nru (http ://www.ncbi.nlm.nih. gov/Literature/ livre «MolecuÏar
biotogy of the ce!!»). Lors de la transcription, certains mécanismes de décondensation
permettent une structure dynamique des fibres de chromatine. Les protéines recrutées par
les récepteurs nucléaires permettent l’accessibilité à l’ADN de la machinerie
transcriptionelle de base en modifiant les différentes protéines structurales de la
chromatine.
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Figure 6 Structure de la chromatine. A) Nucléosome formé d’un octamére d’histone, H2A, H2B, 2XH3,
2XH4 et 1,75 tours de la double hélice d’ADN (image tirées du livre Lodish et ai, 2000,
http://www.ncbLnlmnih.gov!Literature). B) La chaîne de 10 nm formée d’une suite de nucléosomes, enroulée
en fibres de 30 nm qui contient 6 nucléosomes. Les histones HI sont utilisées pour maintenir une structure
compactée. C) Par la suite, les fibres de nucléosomes sont super-enroulées dans des structures complexes.
(Figure réalisé avec différentes images tirées du site http://www.ncbi .nlm.nih.gov!Literaturei)
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Les histones sont les protéines structurales à la base des nucléosomes. Elles
étaient reconnues à l’origine pour être une composante statique de la chromatine (92).
Cependant, plusieurs années de recherches ont démontré qu’elles jouent un rôle dynamique
très important dans la régulation de la transcription par les récepteurs nucléaires et les
autres classes de facteurs de transcription. Ce sont des protéines qui peuvent être modifiées
de manière post-transcriptionnelle. Ces modifications (acétylation, méthylation,
phosphorylation, ubiquitination, sumoylation, ribosylation et glycosylation) forment un
code servant à réguler à la fois la transcription, la recombinaison, la réparation et la
réplication de l’ADN (89,90,92). Les modifications dictent le type de protéines qui
interagissent avec les nucléosomes grâce à leur domaine de liaison protéique. La structure
super-enroulée n’est pas statique, quelles que soient les modifications effectuées aux
histones. Il a été démontré que les nucléosomes oscillent entre un état compact (pendant
250 milli-secondes) et un état plus lâche (10-50 milli-secondes) sans l’intervention d’autres
protéines et/ou de modifications post-transcriptionnelles (91,93).
Le nombre de gènes étant modeste comparativement à la taille du génome, de très
grandes parties d’ADN ne servent pas à coder des protéines et des petits ARN de toutes
sortes. Ces différentes régions «inutilisées», tout comme les régions codantes inactives,
peuvent être inactivées par sur-enroulement de la chromatine et la formation d’une région
compacte, l’hétérochromatine. Les histones forment cette structure compacte en étant
méthylées à certains endroits précis sur leur extrémité, ce qui peut entraîner la méthylation
de l’ADN et la subdivision de la chromatine en deux états. L’hétérochromatine est
méthylée, très condensée, et transcriptionnellement peu active (94). Au contraire,
1’ euchromatine est peu méthylée, moins condensée et transcriptionnellement active. La
majorité de la transcription d’une cellule va se produire dans l’euchromatine (93,95). Cette
différenciation des régions transcriptionnelles actives et inactives a été observée dans les
chromosomes polythènes de drosophiles. L’observation de cellules provenant de différentes
larves de drosophiles (contenant des réarrangements chromosomiques différents) a permis
de conclure que lorsqu’un gène donné se retrouvait dans une région «compacte ou noire»
du chromosome on n’observait aucune transcription de ce gène dans la cellule. À l’opposé,
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lorsque le gène se retrouvait dans des régions «décondensées ou pâles», il y avait
transcription du gène (96,97). Ces observations ont été le prélude à la compréhension du
rôle de la structure de la chromatine sur la transcription des gènes.
L’état plus lâche des nucléosomes, induit ou spontané, permet de découvrir sur de
courtes périodes de temps certains sites de liaison des facteurs de transcription. Lors de
l’arrivée d’un signal hormonal, le récepteur ERa (ou les différents facteurs de transcription)
a donc la possibilité de lier les ERE accessibles. Par la suite, les coactivateurs (cx: p160)
peuvent acétyler les régions N-terminales des histones. Cette acétylation vient déstabiliser
les interactions entre l’ADN et les histones en neutralisant les charges positives des résidus
lysines des protéines. Il s’en suit une déstabilisation des nucléosomes. Le recrutement du
complexe SWI/SNf par le récepteur permet de déstabiliser les interactions des histones via
une activité ATPase. L’action de SWI/SNF produit un déplacement des nucléosomes sur le
brin d’ADN. Le résultat du recrutement de ces différents complexes protéines est que les
histones seront acétylées et que la chromatine sera plus accessible aux autres corégulateurs
de la transcription. Cette acétylation des nucléosomes est d’ailleurs propagée par les
différents corégulateurs, permettant de rendre accessible le promoteur minimal à la
machinerie transcriptio;melle de base en utilisant les protéines du médiateur comme pont
protéique entre le site de liaison du facteur de transcription et le site d’initiation (9 1,92,98).
Plusieurs autres modifications des histones sont induites par des corégulateurs de la
transcription. Ces modifications, qui ont lieu sur les queues terminales des histones,
forment un code permettant un autre niveau de contrôle de la transcription des gènes. Par
example, l’acétylation de certains résidus permet l’interaction de différentes familles de
coactivateurs (Fig 4) . À l’opposé, la métylation à des endroits précis des queues des
histones entraine le condensement de la chromatine, le recrutement des histones Hl et
parfois la méthylation de l’ADN, ce qui est un signe d’une région à faible activité
transcriptionnelle (89,94). Ce «code des histones> est complexe et fait intervenir plusieurs
modifications transcriptionnelles et plusieurs combinaisons de modification. Les éléments
frontières discutés précédemment servant à délimiter des régions spécifiques de la
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chromatine vont empêcher la propagation du signal transcriptionnel au-delà de la région
ciblée par les récepteurs.
Les nucléosomes servent à la fois à réguler la transcription et à ordonner l’ADN
dans une structure pouvant être compactée à un très haut niveau. La formation de la
structure tridimensionnelle de l’ADN joue un rôle prépondérant et dynamique dans la
transcription des gènes (99). Certaines données démontrent même que certains gènes
peuvent sortir de leur territoire chromosomique pour être transcrit dans différentes régions
«usines» du noyau (100,101).
3.2 Régulation de la transcription à longue distance
La complétion du projet de séquençage humain a permis de réexaminer lets) rôle(s)
de l’ADN ne codant pas pour des gènes classiques. Longtemps les histones ont été
considérées comme statiques et possédant un rôle structural. L’étude des structures de la
chromatine en trois dimensions rendue possible suite aux avancements technologiques, a
permis de dégager qu’il existait des éléments de réponse aux facteurs de transcription situés
loin des sites d’initiation de la transcription. Plusieurs théories ont vu le jour pour expliquer
comment et pourquoi ces différents sites agissent sur de longues distances et l’implication
potentielle de la chromatine.
Dans cette dernière section, les principales découvertes menant à la définition du
concept tridimensionnel de boucles de chromatine et leurs effets sur la transcription seront
abordées. Finalement, les observations menant à une réflexion sur le concept classique de
promoteur, c’est-à-dire les quelques Kbp en amont du site d’initiation de la transcription,
seront présentées.
41
3.2.1 La mise à jour du concept de promoteur
Les études chez la levure ont démontré que les sites de liaison des facteurs de
transcription n’étaient pas limités aux promoteurs classiques, soit quelques milliers de
paires de base. L’avancement d’études à grande échelle a permis de démontrer que le
facteur de transcription Gcn4, possède près de 170 sites de liaison chez la levure, dont près
de 120 sont situés à l’extérieur des régions promotrices (102). Cette association «lointaine»
permet à Gcn4 de recruter la machinerie de modification de la chromatine sans recruter le
médiateur (102), procurant une ouverture de la chromatine sur de longues distances
augmentant ainsi l’accessibilité pour les autres facteurs régulant la transcription d’un gène
donné. Ces observations démontrent que bien que le promoteur minimal soit requis, bien
que la liaison de facteurs de transcription soit nécessaire pour apporter le médiateur et la
machinerie transcriptionnelle de base, certains enhancers et leurs facteurs associés, peuvent
se situer hors de la région «classique» et jouer un rôle de préparation à la transcription. Ceci
rend inutilisable les techniques d’études classiques de promoteurs comme les vecteurs
rapporteurs dû à la taille des vecteurs et à la difficulté d’introduire de tels vecteurs dans une
cellule de mammifère.
Tout comme chez la levure, des études d’immunoprécipitation de la chromatine
suivie d’une hybridation sur une puce d’ADN contenant différentes régions du génome
(ChIP-CHIP) ont été réalisées avec différents facteurs de transcription de mammifères. Afin
d’étudier les sites de fixation de manière exhautive, les études ont été réalisées sur des
puces d’ADN contenant la totalité des séquences non répétées des chromosomes humain
22. La première étude a été effectuée avec le facteur de transcription NF-KB (103). Nf-kB
peut lier des régions diversifiées sur le chromosome, en amont et en aval d’un promoteur,
dans des régions codantes ou pas et même dans des introns, en conservant cependant un
enrichissement marqué à proximité des sites d’initiations de la transcription des gènes. De
façon étonnante, 40% des sites de liaison de NF-icB se retrouvent à proximité de gènes
n’étant pas régulés par la signalisation de TGFa (NF-KB médie la signalisation de TGFa).
Une étude suivante portant sur le facteur dc transcription CREB démontre certaines
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similarités conceptuelles avec NF-KB (104). Les sites de liaison de CREB sont répartis
sur la totalité du chromosome 22, autant dans les introns, des régions annotées que des
régions non connues pour être transcrites. Contrairement à NF-KB, les sites de fixation de
CREB sont peu présents à proximité des sites d’initiations de la transcription. Ces
observations ont remis en question la description classique de CREB comme facteur de
transcription fixé à proximité de la boîte TATA et ont permis de réévaluer le «consensus»
de fixation. Peu de cibles de la forskoline (composé qui médie une signalisation via CREB)
possèdent un élément à proximité de l’initiation de la transcription du gène.
Ces dernières études à grande échelle, couplées à des analyses bioinformatiques
confirment bien les observations réalisées chez la levure, à savoir que le concept
minimaliste de promoteur est à réévaluer. Les facteurs de transcription peuvent lier partout
sur le génome, peuvent être fixés à l’ADN à proximité ou pas des sites d’initiations de la
transcription, et donc un gène cible d’un facteur de transcription ne possède pas
nécessairement un site de fixation proximal. Dans le domaine des récepteurs nucléaires, des
études portant sur le récepteur des androgènes ont permis de démontrer par
immunoprécipitation des complexes liés à la chromatine qu’un élément situé à 4000 pb en
amont du site d’initiation de la transcription serait un enhancer fonctionnel (105). Ceci
laisse présager que les récepteurs nucléaires, qui ne sont qu’une classe particulière de
facteurs de transcription, peuvent eux aussi agir sur la transcription via de grandes
distances.
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3.2.2 Les boucles de chromafines
Depuis plusieurs années, des études réalisées chez la drosophile et les levures ont
démontré que la chromatine est dynamique et participe à la régulation des gènes (106).
L’activation ou la répression des gène, par des éléments lointains, en cis (même
chromosome) et même en trans (chromosomes différents), a d’abord été caractérisée chez
la drosophile (107,108). La formation de boucles de chromatine à l’intérieur d’un même
chromosome a été observée de différentes façons chez la drosophile (108). Le gène de la
protéine hsp7o est flanqué de deux éléments frontière insulator (scs et scs’) liant chacune
un facteur différent (ZNF ou BEAF32). Des études d’immunoprécipitation de la chromatine
ont déterminé que les protéines qui sont normalement retrouvées chacune sur leur élément
scs pouvaient se retrouver sur l’un ou l’autre des sites frontières lors d’un choc thermique
(10$-110). Une autre étude réalisée chez les embryons de drosophile a permis de détecter la
présence d’une boucle de chromatine à l’aide de la technique de 3C (chromosome
conformation capture) (Fig 7). Cette technique est basée sur le principe d’une réticulation
par la formaldéhyde de complexes ADN-protéines, digestion de la chromatine et ligation en
conditions de dilution limite. Ces techniques a permis de démontrer que les deux régions
«scs» se retrouvent à proximité (108-l 10). D’autres études sur le rétrotransposon gypsy
réalisées par FISH ont démontré la présence d’une boucle de plus de 400 Kpb
(108,111,112). Finalement des interactions entre les chromosomes (trans-) ont été
démontrées pour le facteur de transcription GAGA, qui peut dans un même temps former
des boucles en cis- et en trans- grâce à une oligomérisation (107,10$). Ces quelques
exemples démontrent l’existence des boucles de chromatines et ont permis d’élaborer des
hypothèses face au(x) rôle(s) potentiel(s) de ces boucles, qui pourrait être d’isoler des
éléments d’ADN de leur région immédiate et les amener â un autre endroit.
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Figure 7 : La technique 3C Chromosome Conformation Capture. La technique de 3C permet la détection
d’une proximité entre différents endroits de la chromatine (ici par exemple deux régions, rouge et verte). En
premier lieu, on lie de façon covalente la chromatine à un instant « t » suite à un traitement avec l’aide d’un
agent de réticulation, ici la formaldéhyde. Par la suite, l’ADN génomique est extrait et digéré avec des
enzymes de restriction. Plus l’enzyme coupe fréquemment dans le génome, plus les fragments récupérés par
la suite seront petits. On dilue l’ADN digéré afin de permettre seulement des ligations intra-moléculaires.
Après avoir renversé les liens covalents, on peut détecter les régions de ligation par PCR. On devrait retrouver
par séquençage une partie des deux régions (illustrées ici par les couleurs rouges et vertes) qui se retrouvent à
proximité dans notre extrait cellulaire suite au traitement. Figure adaptée de(1 13)
Ces observations ont donné lieu à différentes hypothèses sur l’utilité de ces
éléments distants et leurs modes d’action dans la régulation de la transcription (93,106).
Les éléments éloignés (enhancers et LCR) peuvent servir de lieu d’ouverture de la
chromatine. Les nucléosomes peuvent être remodelés et modifiés par le recrutement de
différents complexes protéiques via les facteurs de transcription. Il se produit alors une
décondensation de la chromatine permettant aux protéines de la machinerie
transcriptionnelle de se lier et de rechercher les sites d’initiation situés en aval de cet
élément de régulation lointain. Le problème majeur de cette théorie est qu’elle ne peut pas
expliquer la régulation en trans par un site de fixation (106). La deuxième théorie la plus
probable est la formation de boucles de chromatine dans l’ADN qui permet aux sites de
cross-link à la
formaldéhyde
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liaisons lointains (cis ou trans) d’être relocalisés près d’une région où une concentration
de corégulateur est nécessaire (ex: à proximité du site d’initiation de la transcription) ou
bien pour les maintenir éloignés d’une région donnée (ex :site d’initiation d’un gène non
transcrit) (106,114).
Cependant, il fallut attendre 2002 pour que deux groupes (115,116) démontrent in
vivo, avec deux techniques très différentes, que les boucles de chromatines existent chez les
mammifères et qu’elles ont clairement un rôle à jouer in vivo. La fonctionalité des éléments
LCR du gène de la 3-g1obine de souris a été étudiée par le premier groupe. Ces différents
sites se situent à plus de 30 Kpb des sites d’initation de la transcription de la f3-globine chez
la souris et sont caractérisés comme étant hypersensibles aux coupures par la DNAse
(106,108,115,116). Puisque la transcription de la globine change durant la vie foetale, la
compréhension de la transcription de ce locus est très intéressante. Le premier groupe a
adapté la technique de FISH pour permettre l’incorporation de biotine au site d’initiation de
la transcription, de visualiser les sites de transcription et de les purifier pour quantification
subséquente (RNA-TRAP) (115). Ils ont déterminé que le site hypersensible 2 (HS2) situé
normalement à 50 Kpb se retrouvait à proximité du gène de 3-g1obine fraîchement transcrit
dans des embryons de souris (115). Le deuxième groupe a adapté une méthode utilisée chez
la levure (113) pour détecter des interactions sur de longues distances. En utilisant la
technique de 3C sur des embryons de souris, ils ont démontré que les éléments LCR du
gène de la f3-globine interagissent via des complexes protéiques au site d’initiation du gène
(116). Ils ont de plus démontré clairement que ces boucles ne se forment pas dans les tissus
où les gènes de la globine ne sont pas transcrit (116).
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Par la suite, plusieurs études chez les mammifères ont permis de démontrer la
présence de boucles de chromatine dynamiques, donnant ainsi un niveau de hiérarchie à la
structure de la chromatine (106,108,117-119). Il a également été démontré chez un gène
(locus cytokine TH2 et TH1) que la régulation en trans était possible chez les mammifères
(100,117). La formation de boucles de chromatine dynamiques réconcilie les deux théories
(boucle vs ouverture à longue distance); les éléments lointains, bien qu’ils se retrouvent à
proximité du site d’initiation de la transcription, recrutent toujours des complexes de
protéines servant à ouvrir la chromatine. Ceci est en accord avec le modèle où les LCR
peuvent réguler la dynamique de l’ouverture de la chromatine (93,106,108,114,117,120).
La distribution de site de fixation des facteurs de transcription dans l’ensemble du
génome et la formation de boucles de chromatine participant à la transcription mettent en
lumière la nécessité d’élargir le concept de promoteur tant en amont qu’en aval du site
d’initiation de la transcription. L’approfondissement des connaissances à l’échelle
génomique des sites de liaison des récepteurs nucléaires, la caractérisation des gènes
régulés par les oestrogènes dans différents types cellulaires et la compréhension des
mécanismes de formation des boucles de chromatine de façon tissus-spécifiques
apporteront des précisions inestimables sur la signalisation hormonale.
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Chapitre 4 : Problématiques
Au Canada, une femme sur 9 développera un cancer du sein au courant de sa vie. Ce
dernier est la forme de cancer la plus répandue chez les femmes. Malgré tout, l’avènement
de méthodes de détection efficaces et l’amélioration des traitements ont permis de diminuer
de façon importante le taux de mortalité depuis le début des années 90. (www.cancer.ca)
Les oestrogènes jouent un rôle très important dans le développement des tumeurs
mammaires. Environ les deux tiers des tumeurs primaires sont positives pour l’expression
du récepteur ERa (121). La compréhension du rôle et des modes d’action du récepteur est
donc un enjeu très important dans la recherche sur le cancer du sein. Des anti-oestrogènes
totaux et partiels sont utilisés en clinique depuis déjà plusieurs années pour traiter le cancer
du sein. De plus, des inhibiteurs de l’aromatase peuvent aussi être utilisés en clinique de
façon à inhiber la signalisation des oestrogènes. Ces médicaments, bien qu’aidant la
régression des tumeurs et la prévention des rechutes, peuvent causer des effets secondaires
importants dû aux rôles diversifiés des oestrogènes chez la femme et sont sujets à des
mécanismes d’échappement.
Bien que plusieurs études se soient penchées sur la façon dont le récepteur lie
l’ADN, il y a encore peu de gènes cibles directs identifiés comme ayant un rôle
prépondérant dans la prolifération tumorale et très peu de sites de liaison directe de ERa
sur l’ADN sont connus in vivo. Le récepteur peut réguler l’expression des gènes par liaison
à l’ADN (étude exaustive réalisée sur le gène 1ff 1 (53)), mais peut aussi passer via des
mécanismes alternatifs en jouant un rôle de coactivateur (122,123) ou bien en étant
impliqué dans les voies non génomiques (124-126). Quels mécanisme d’action de ER
contribuent à la prolifération tumorale? Les mécanismes alternatifs jouent-ils un rôle
rpépondérant? Ou bien simplement, les méthodes utilisées jusqu’à présent pour la recherche
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d’élément de réponse sont-elles à trop faible échelle, ce qui explique le peu de sites de
fixation caractérisés?
Afin de mieux comprendre les mécanismes tumoraux propres aux oestrogènes
médiés par les ER, il est nécessaire d’identifier les gènes cibles primaires des oestrogènes.
Dans un premier temps, l’approfondissement de la spécificité de la liaison à l’ADN des ER
(Annexe 1) et la définition des sites de liaison de haute affinité (Chapitre 5) représentent
des étapes préalables nécessaires pour faciliter les recherches des sites de fixation des
récepteurs. Dans un deuxième temps, afin d’avoir une vue à grande échelle des sites de
liaison de haute affinité des récepteurs des oestrogènes des recherches bioinformatiques
seront réalisées sur l’ensemble du génome (Chapitre 5,6). Dans un troisième temps, la
corrélation entre la présence d’une régulation oestrogénique pour un gène donné et la
présence d’un site de fixation de haute affinité, permettra d’identifier les mécanismes de
régulation des gènes cibles directs (Chapitre 6) dans le but de mieux comprendre les
mécanismes de prolifération cellulaire. Finalement, l’identification dans nos recherches
bioinformatiques de sites de fixation distaux du récepteur a nécessité l’approfondissement
du mécanisme de régulation de la transcription par les récepteurs des oestrogènes (Chapitre
7).
Deuxième partie
Chapitre 5: Genome-wide Identification of High AJfinity Estrogen Response
Etements in Human and Mouse
Chapitre 6: Mechanismes of Gene ReguÏation by Estrogen Receptor Alpha in Breast
Cancer Celis.
Chapitre 7: ReguÏation of GREBJ Transcription by Estrogen Receptor Alpha
Through a Multipartite Enhancer Spread Over 20 KB of Upstream fÏanking
Sequences
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ABSTRACT
Although estrogen receptors (ERs) recognize 15 bp palindromic estrogen response
elements (EREs) with maximal affinity in vitro, few near-consensus sequences have been
characterized in estrogen target genes. Here we report the design of a genome-wide screen
for high-affinity EREs and the identification of 70,O00 motifs in the human and mouse
genomes. EREs are enriched in regions proximal to the transcriptional start sites, and
approximately 1% of elements appear conserved in the flanking regions t-10 kb to +5 kb)
of orthologous human and mouse genes. Conserved and non-conserved elements were also
found, ofien in multiple occurrences, in over 230 estrogen-stimulated human genes
previously identified from expression studies. In genes containing known EREs, we also
identified additional distal elements, sometimes with higher in vitro binding affmity andlor
better conservation between the species considered. Chromatin immunoprecipitation
experiments in breast cancer cdl unes indicate that most novel elements present in
responsive genes bind ERa in vivo, including some EREs located up to —10 kb from
transcriptional start sites. Our results demonstrate that near-consensus EREs occur
frequently in both genomes and that while chromatin structure likely modulates access to
binding sites, far upstream elements can be evolutionarily conserved and bind ERs in vivo.
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INTRODUCTION
Estrogens, such as 17-f3-estradiol (E2), are steroid hormones produced mainly by
the ovary and act by endocrine, paracrine and possibly autocrine mechanisms on a number
of target tissues. Their actions on the reproductive, cardiovascular and central nervous
systems, and on bone [4-7] are mediated by two estrogen receptors, ERa and ERr3 [7, 8],
members of the nuclear receptor superfamily of ligand-inducible transcription factors [9-
12]. A central DNA binding domain, which corresponds to the conserved C region [13, 14],
is responsible for primary sequence recognition and cooperative binding by receptor dimers
on elements containing two appropriately spaced copies of specific recognition motifs. The
ligand binding domain contains a strong dimerization interface that stabilizes receptor
homodimers or heterodimers [15-17] and enhances binding to imperfect motifs and even to
single copies of recognition motifs [14, 18-20]. However, ERs bind with highest affinity to
15 bp palindromes composed of PuGGTCA motifs separated by 3 variable bp [20-22].
These estrogen response elements (EREs) are recognized by ERs with high specificity,
since other nuclear receptors bind either different motifs or similar motifs with different
spacing andlor orientation [10, 22-24]. Studies using chromatin immunoprecipitation
approaches have demonstrated that ER binding to EREs is hormone-inducible in vivo [25-
28] and results in the ordered recruitment of a series of coactivator complexes, leading to
histone acetylation, chromatin remodeling, and enhanced recruitment of the basal
transcription machinery [29-3 6].
Surprisingly, only a few near-consensus EREs have been characterized to date in
the promoters ofE2-regulated human or mouse genes. This probably reflects in part the fact
that ERs can mediate estrogenic regulation through multiple mechanisms, including
tethering to DNA via protein-protein interactions with other transcription factors [22, 37,
38], or so-called “non-genomicT’ effects, which affect gene expression by modulating the
activity of upstream components of varions intracellular signaling pathways [39-4 1]. The
paucity of known near-consensus EREs may also resuit from the fact that their presence is
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usuaily investigated oniy in relativeiy proximai sequences of E2-responsive genes.
However, with sequences of the human and mouse genomes 110W availabie, genome-wide
screening strategies can be used to expand the repertoire of potential high-affinity ER
binding sites.
In this study, we have sought to identify high affinity EREs in the human and
mouse genomes, and to determine whether these elements represent bonafide ER binding
sites in vivo. Indeed, littie is known about the effect of chromatin structure or promoter
context on ER binding in vivo. In addition, it is flot clear how far from transcription start
sites EREs can be positioned to recruit ERs and play a foie m regulating gene expression.
Our characterization of high-affinity EREs in the human and mouse genomes will greatly
facilitate the study of the mechanisms modulating accessibility of ERs to their binding sites
and ofthe subsequent events leading to transcriptionai regulation by estrogen. This analysis
wiii also provide a powerfui resource for researchers analyzing the molecular events
underlying the broad-ranging physioiogicai actions of estrogens.
RESULTS
Identification of sequences corresponding to high-affinity ER binding sites in vitro.
Palindromic response elements composed of two PuGGTCA motifs separated by 3
bp, such as the one found in the Xenopus viteilogenin A2 (VitA2) promoter, represent the
highest affinity binding sites for estrogen receptors in vitro (Fig. lA) [20-22]. Surprisingiy,
only three perfect palindromic EREs have been identified to date in the vicinity of E2-
regulated genes in the human genome. These genes, EBAG9, COX7A2L and EFP/ZNF147,
were cloned by screening of a CpG island genomic library for binding to estrogen receptors
[42-44]. In addition, a few near-consensus EREs have been characterized in human E2-
responsive genes (see Table 1 for EREs diverging from consensus at one or two positions).
A systematic anaiysis of single nucleotide substitutions in gel shift assays indicates that ail
elements with one variation still bind estrogen receptors in vitro (Fig. lB). However, some
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replacements were more detrimental than others (-5C, -4C, -2A), reflecting steric or
charge ciashes between specific ER amino acids and bases of the variant EREs (Nguyen et
ai., in preparation). Note that, as expected from the high degree of homoiogy between the
DNA binding domains of ERa and ER (90% in region C as defined in [13], ail mutations
had a similar impact on compiex formation by the two receptors. Introduction of
symmetricai replacements in both arms of the palindrome generally affected ER binding
much more drastically than when a unilateral change was introduced, although a few
replacements were weil toierated even when present in both arms (Fig. 1C). Interestingly,
examination of the known naturai elements containing two replacements indicates that they
ail contain one change with mild effect on affinity (-6Py or -1G; Fig. lB, C and Table 1)
combined with another replacement.
Screening the human and mouse genomes for high-affinity EREs.
Based on the above-described observations, we decided to identify ail occurrences
of EREs conforming to consensus, or with one variation, or with two variations inciuding
either -6Py or -1G. This defines 588 different sets of 15 bp sequences with random 3 bp
spacers. 71,1 19 elements were identified in the human genome and 65,012 in mouse. Note
that the elements containing CpG dinucleotides were found to be largely underrepresented
in both genomes (data not shown), consistent with the lower genomic ftequency of this
dinucleotide due to deamination of the methylated C [45]. In particular, symmetrical
palindromes containing PuGGTCG motifs (2 CpGs), which represent good ER-binding
sites (Fig. 1C), were found oniy 14 times in the human genome, whereas consensus
palindromes were represented 891 times. The distribution of consensus EREs among the
chromosomes is generally consistent with chromosomal size in both genomes (Fig. 2A, B).
While perfect EREs were not clustered together, several imperfect palindromes were found
to be part of tandem repeat elements at different chromosomal locations in the human and
mouse genomes, increasing the frequency of these elements (Bourdeau V. et al., in
preparation).
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The numbers of near-consensus EREs found in the human and mouse genomes
suggest that functional EREs should be found in the vicinity of genes more frequently than
reported to date. Note that most previously identified EREs are located within 0.5 kb of
transcriptional start sites (see Previously characterized elements in Table 1, with the
exception of the TERT and the IfP/ZNf147 EREs). It is flot clear whether this bias reflects
a functional requirement for proximal IREs or the fact that searches for IREs in 12 target
genes usually focus on promoter sequences immediately upstream of the transcriptional
start site. Using a cut-off distance of -10 to +5 kb from transcriptional start sites, we found
EREs in the vicinity of 17,353 transcriptional start sites in human, and 15,284 in mouse
(see website at URL: http://mapageweb.umontreai.ca/maders/eredatabase/) Note that the
number of genes containing EREs is slightly smaller (12,515 in human and 11,810 in
mouse), as there can be several mRNAs and more than one IRE per gene. We further
examined the distribution of IREs in the —10 to +5 kb region with respect to the 5’ end of
mRNAs (whenever several mRNAs are mapped, distances were caiculated to the most 5’
initiation site). Note that EREs found close to more than one gene were counted several
times for characterization of the distribution with respect to transcriptional start site.
Surprisingly, EREs were more abundant in the O to +1 kb region around transcriptional start
sites in both genomes (excess of about 25%), while the number of elements found upstream
of —1 kb or downstream of +2 kb were usuaily near or below the average number of near
consensus EREs found per kb between -10 and +5 kb (Fig. 2C). Compared to the frequency
expected from random distribution of ail IREs found in the genome, the number of
individual EREs in the —1 to +2 kb region of 5’ mRNAs was higher than expected by 64%
in human and 29% in mouse (data not shown).
These data suggest that the distribution of near-consensus IREs reflects mostly a
random distribution of these sequences in the different chromosomes, with enrichment in
the close vicinity of transcriptional start sites. The large total number of EREs located in the
vicinity (-10 to +5 kb) of transcriptional start sites may suggest that these elements can
mediate regulation of a much larger fraction of the genome in different estrogen target
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tissues than previously recognized. However, some of these elements may flot represent
binding sites in vivo, possibly because of chromatin accessibility, and/or may flot
participate in transcnptional regulation.
Identification of estrogen response elements conserved in human and mouse.
Near-consensus EREs previously identified in human genes often have counterparts
at similar positions in their mouse orthologs (Table 1). Because conservation of newly
identified EREs between the two species may indicate a functional role of these elements,
we searched for the presence of EREs located in known human and mouse orthologs with
less than 2 kb difference in distance from their respective transcriptional start sites (see
Materials and Methods). EREs in 660 different pairs of orthologs were thus identified
(Supplementary online Table 1). As expected from the distribution of EREs in the vicinity
of genes, conserved EREs were also more abundant in the O to +1 kb region after the
transcription start site (Fig. 2C; note that this analysis was intentionally limited to the —8 to
+3 kb region. The numbers of conserved EREs found between —10 and —8 kb or +3 and +5
kb would appear artificially low, since a conserved ERE found at a distance of 2 kb or less
in the other species may flot be included in the -10 to +5 kb window from the
transcriptional start site). However, conserved EREs were proportionately more represented
in the O to + 2 kb region than bulk EREs, while elements in the —5 to —8 kb region were
markedly less represented (Fig. 2C). Nevertheless, we note that a significant number of
conserved EREs mapped between —5 and —10 kb of the transcriptional start sites (24.6%). It
remains possible that some of these distal EREs may be located doser to another gene, or
even within an open readïng frame, accounting for their conservation.
To investigate whether location of EREs in coding sequences (CDS) may account
for their conservation, we characterized the position of these elements for a subset of
conserved EREs, i.e. those that were identical in sequence between the two orthologs
(Table 2). A total of 41 elements were found in the vicinity of 47 genes. Out of these
elements, 14 were located fully and 4 partly in a CDS (Table 2 bottom and middle,
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respectively), while 23 were flot found in any annotated ORFs (Table 2, top). More than
half of these (12 EREs) were located between —1 to +1, another 7 between —1 and —10 kb,
and another 4 between +1 and +5 kb. Thus these resuits indicate that EREs that are
conserved independently of their presence in a CDS are more likely to be found close to the
5’end of mRNAs, although some elements are still located at several kb of the start sites.
Further, the strong conservation of these elements, which is unlikely to resuit from chance
alone, may indicate a role in the regulation of the neighboring genes.
Three known E2 target genes were present in the set of genes containing perfectly
conserved EREs. The EBAG9 and COX7A2L genes contain previously identified EREs
(Table 1). The FGF9 gene is also a known E2 target [46], although the presence of a near
consensus ERE in the proximal promoter was not previously reported. FGF9 mediates the
proliferative action of estrogen on stromal endometrial celis [46]. It also plays a role in glial
ceil development [47] and testicular embryogenesis [48]. Its functional inactivation in
mouse leads to male-to-female sex-reversal [481. Interestingly, several other genes
containing fully conserved EREs in their ftanldng sequences (Table 2) are linked to
testicular function. TESKÏ is expressed in testicular germ ceils in a developmentally
regulated manner and is thought to play a role in spermatogenesis around the stages of
meiosis and/or early spermiogenesis [49, 50]. KHDRB$3 (T-STAR!ETOILE) is a SAM68
homolog that is expressed primarily in the testis and interacts with RBM, an RNA-binding
protein implicated in spermatogenesis [511. FGF8 is an androgen-induced gene expressed
in testes specïfically in prespermatogonia during fetal days 16 to 17 [52]. Finally, RNF14
(ARA54) is an androgen receptor coactivator expressed in testis and prostate [53].
Although estrogenic regulation of these genes remains to be demonstrated, these
observations are noteworthy in view of the fact that estrogen deficiency in aromatase
knock-out models or genetic ablation of the ERa gene leads to defects in spermatogenesis
and male sterility [54-56].
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Proximal and distal EREs in known estrogen responsive genes.
To assess the potential of EREs found in this screen to bind ERs, we first compared
our list of elements lying between —10 and +5 kb of the 5’ ends of known genes to
published data on E2-upregulated genes identified through expression studies in different
human target tissues. This generated a list of 345 elements close to 236 genes (Table 3).
Several of these genes were identified from a gene array experiment performed in the
presence of cycloheximide, suggesting direct regulation [57]. Interestingly, several
promoters already shown to contain functional EREs were found to include additional
elements, sometimes located more distally (Table 3, see also selected elements in Table 1).
When assayed for binding to ERa in gel shift assays, several of these novel elements bound
similarly or even better than those previously characterized (Fig. 3A, OVGP1, CTSD and
TERT). 0f interest, the mouse ortholog of the CTSD gene did not contain a near-consensus
element conesponding to the known human proximal element, but our search identified a
new element located $ kb upstream that is conserved between human and mouse. Another
example of gene containing conserved distal EREs is the EFP/ZNF 147 gene. Our screen
(performed in this case with a larger cut-off) identified a conserved imperfect element in
the 3’ UTR of the mouse and the human orthologs, different from the consensus ERE
previously reported in the human gene (Table 1). The presence of distal elements in E2-
regulated genes suggests that they may participate in the estrogenic regulation of these
genes.
Some estrogen-inducible genes for which EREs had flot been characterized were
found to contain several high-affinity elements. For instance, the GREB1 (gene regulated
by estrogen in breast cancer) gene contains three consensus EREs located at -1.5 kb, -9.5 kb
and -21 kb (Table 1). In addition, the human CASP7 gene was found to contain 7 tandem
repeats of a near-consensus ERE within the proximal 500 bp (Table 1). The presence of
multiple elements raises the possibility of synergism at the level of either DNA binding or
transcriptional activation in the regulation of these genes by estrogen, and may suggest
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propagation of chromatin changes induced by recmitment of ER coactivators over a large
distance.
Functional analysis of newly identified EREs.
To assess whether EREs selected among those found in the promoters of E2-
responsive genes (Table 1, bottom) bind ERa in vitro with the predicted high affinity, gel
shift assays were performed with elements in their natural context (15 bp core with 6 bp of
flanking sequences; Fig. 3B). Aithough flanking sequences slightly modulated binding
compared to the VitA2-derived elements carrying the same core ERE sequence, ail
elements were found to bind ERa efficiently. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
experiments were performed next to monitor in vivo recruitment of ER on the newly
identified EREs. These experiments were conducted in ERa-positive MCF7 celis, ERa
negative MDA-MB231 ceils or MDA-MB231 celis stably transfected with ERa
(MDA::hERa). As positive controls for ERa recruitment, both the pS2/TFF1 and C3
elements (Table 1) were used and, as expected, demonstrated E2-dependent recruitment of
ERa on their proximal promoters (Fig.4). We investigated binding of ERa to 14 EREs
found in 10 genes known to be regulated by estrogen in breast cancer celis (ADORA 1,
CASP7, CTSD, GAPD, GREB1, IGFBP4, LY6E, NRIPY, SCNN1A, TERT; Table 1 and
refs within). In the two ERa-expressing celi unes, E2-induced ERa binding was observed
on 13 out of 14 of the elements (which include both conserved and non conserved EREs,
see Table 1), except for the GAPD ERE where binding was restricted to MCF7 ceils (Fig.
4). No binding was observed in the parental MDA-MB231 cells, or with pre-immune rabbit
IgG, on any of the promoters tested. Consistent with the published regulation of these genes
by estradiol in breast cancer cells, association of the fragments of genomic DNA around the
transcriptional start sites with the TATA box binding protein (TBP) and the phosphorylated
polymerase II (P-PolIT) was induced in the presence of E2 (Fig. 4). Notably, in addition to
the proximai elements (ERE2) found in the CTSD and TERT genes, both upstream
eiements (ERE 1) bound ERa. Binding of both the GREB 1 EREs at -9.5 kb (ERE2) and at -
1.5 kb (ERE3) was aiso observed, but the most upstream ERE (-21 kb, ERE1) did not bind
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in spite of its consensus ERE sequence. This may suggest that this element was not
accessible for ER binding, possibly because of chromatin organization.
Binding of ERs to EREs located in two genes that are not known to be estrogen
targets in breast cancer ceils was also investigated (GAD2, TSHB, Fig. 4). In contrast to
resuits obtained with other ERE-containing promoters, ERa binding was flot detected on
the GAD2 ERE. Moreover, no binding of TBP or P-Pou was observed in the absence or
presence of hormone. GAD2 (glutamic acid decarboxylase 2) catalyses the synthesis of the
inhibitory neurotransmitter y-amino butyric acid, and its expression is restricted to neural
tissues and pancreatic islets [58]. Its regulation by estrogen has been described in rat and
goldfish brain [59, 60]. However, no expression of GAD2 was detected in breast cancer
ceils by RT-PCR analysis (data not shown). Absence of ER binding to these sites in breast
ceils may reflect limited access due to chromatin conformation. On the other hand, ERa
bound to the TSHB (thyroid stimulating hormone beta) ERE whereas no binding of TBP
and P-PolIT was detected either on the reported start site [61] or on another site described in
NCBI AceView (Fig. 4). Note that regulation of TSHB by estradiol has been observed in
mouse pituitary [62]. It is possible that another transcriptional start site may be used in
MCf7 cells, or that this gene is inactive in these ceils in spite of ERa binding to upstream
sequences.
Resuits from ChIP experiments demonstrate that it is possible to identify bonafide
ER binding sites both in proximal and distal promoter sequences of E2 target genes,
suggesting that the search for ER binding sites should not be limited to promoter sequences
immediately upstream of the transcriptional start site. In addition, our resuits indicate that
access to some high affinity binding sites is restricted in vivo, possibly in a tissue-specific
manner.
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DISCUSSION
In this study, our goal has been to define high affinity in vitro ER binding sequences
and to characterize the occurrence of these motifs throughout the human and mouse
genomes. This approach differs from those of previous smdies, which have aimed at
characterizing a larger array of potential binding sites for ERs or nuclear receptors in
defined stretches of genomic sequences [63]. These approaches are based on nucleotide
frequency matrices constructed via compilation of the relatively small number of known
natural response elements, and can identify many variant sequences. Although the
sensitivity of the detection can be lowered for screening of genomic sequences, these types
of detection programs cannot be easily used for genome-wide studies (the maximal Iength
of input sequences is about 100 kb for Dragon ERE finder v.2.0 and 30 kb for the
NUBIScan program). On the other hand, we chose to identify only high affinity binding
sites in a genome-wide approach in order to determine their distribution with respect to
transcriptional start sites, their conservation between the mouse and human genomes, and
their functionality as receptor binding sites in vivo. Our choice of elements was based both
on functional validation of variant EREs by in vitro binding assays, and on the variations
observed in known near-consensus sequences. While flot within the scope ofthis study, our
functional characterization of EREs both in vitro and in vivo is also expected to contribute
to the development of refined nucleotide frequency matrices for the detection of a wider
range of elements in genomic sequences of interest.
Our screen identified a large number of EREs (71,119 in the human genome, or
about one every 43 kb of genomic DNA). Not surprisingly, the ftequency of ERE
occurrence vas found to be highly dependent on their sequence. For instance, elements
containing CG dinucleotides are drastically less represented than other EREs. CG
dinucleotides are represented at a frequency of about 0.8% in the genome, which is 5 times
less than the expected frequency based on the typical fraction of Cs and Gs [45]. Elements
containing two CG dinucleotides are found at oniy about 1-2% of the number of consensus
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EREs, which do not contain CG dinucleotides except possibly in the spacer. On the other
hand, consensus EREs are slightly more represented than the expected frequency for
representation in random sequences (122% in human and 150% in mouse).
The sequence bias for some of the elements and the observation that some higli
affinity EREs are found in tandem repeats precluded evaluation of which proportion of
near-consensus EREs are under positive selective pressure, as could be expected if they
mediate important regulatory roles. However, it was possible to evaluate the relative
distribution of EREs in the vicinity of human or mouse genes. We have calculated that the
number of EREs found in the human genome in the —1 to + 2 kb region around the 5’ end
of mRNAs exceeds the number of elements expected from their frequency in the genome
by 64%. 11 is unclear whether this represents conservation of elements found in the vicinity
of transcriptional start sites, or simply bias for undetermined causes. A contributing factor
may be the increased GC content in CpG islands, which are associated with the 5’end of
genes. Consensus EREs have an average GC content varying between 40-73% (depending
on the identity of the variable bases). for most sequences, this is higher than the genome
wide average of 41%, but compatible with the 60-70% average in CpG islands [451. It is
however surprising that the main peak of ERE representation is in the O to +1 kb region
around the 5’ end of mRNAs both in human and mouse. While the basis for this
observation is unclear, it is worth noting that only the most 5’ mRNA start site for each
gene was taken into consideration in this representation. Thus, some of these EREs may
actually belong to promoters of downstream initiation sites.
We performed next a direct comparison of elements found in human and mouse
orthologs to assess the fraction of total EREs that is conserved in the two species. 660 out
of the 9944 known orthologs (Mouse Genome Informatics database) contained one or
several conserved EREs at similar relative positions in the 5’ flankïng sequences, i.e. at 2kb
from each other (708 conserved elements in total). This corresponds to about 1% of total
elements in the human or mouse genome. Note that our criteria for conservation are
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reÏatively stringent, including both limited sequence variations (no more than 2
differences from consensus) and positional constraints (relative positions of EREs not
further apart than 2 kb). Other possible sources of under-representation of conserved EREs
are the incomplete identification of human!mouse orthologs, and the lack of systematic
annotation of the mRNAs 5’ ends in the human and mouse genomes. Nevertheless, we have
estimated that there is an j—74% over-representation of EREs compared to chance
occurrence of these elements in both the human and mouse orthologs within 2 kb of each
other (708 versus 407 elements, see Materials and Methods). This over-representation
suggests functional conservation of EREs throughout evolution, ahhough we cannot rule
out that functions unrelated to recruitment of ERs may contribute to this conservation (see
below). The distribution of the conserved EREs was similar to that of total EREs in the
vicinity of human or mouse genes, but displayed a more marked concentration in the
vicinity of the transcriptional start sites (see Fig. 2C). Tnterestingly, the percentage of
conserved elements dropped markedly upstream of —5 kb, suggesting that upstream EREs
are less likely to be conserved than elements doser to the initiation site, albeit these EREs
stiil represent 24% of the total number of conserved elements between —10 and +5.
Apart from conservation due to functional importance, the most likely reason for
preservation of an ERE is its location within the coding sequence of a gene. This parameter
might contribute to the over-representation of EREs located downstream of the initiation
start sites. In addition, some upstream eÏements may also be found in the coding sequences
of other genes. The possible contribution of coding sequences in preserving ERE motifs in
the human and mouse genomes was examined in the extreme case of EREs found to be
totally conserved in sequence between the two species, including the Pu!Py and spacer bp.
0f 41 distinct EREs flanking 47 genes, 14 were found in coding sequences in both species
and 4 additional elements overlapped a CDS. It is unclear whether these elements could
function as binding sites in vivo. Binding of yeast transcription factors such as Gcn4, Sbf,
Mbf and Rapi to elements within open reading frames occurs reportedly Iess frequently
than in promoter sequences [64], and in the case of Gcn4 resuits in recruitment of HAT and
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SWI-SNF coactivator complexes, but flot of the Mediator complex [65]. Finally, 23
EREs were flot found in coding sequences in either species. Interestingly, more than haif of
these EREs (12 elements) were tocated between —1 to + 1 kb of the transcnptional start site,
including 8 elements between O and +1 kb. Therefore, whiie the presence of EREs in
coding sequences may account in part for element conservation, it does flot explain the
large proportion of elements found immediately after the annotated transcriptional start site.
0f interest in this regard, a recent publication indicated that an important fraction (40%) of
NFKB in vivo binding sites in chromosome 22 is Iocated in intronic sequences [66].
Even though EREs appear iess represented and/or conserved when iocated farther
upstream of the transcriptional start site (-1 to -10 kb), our resuits suggest that they may
contribute to estrogen target gene regulation. Indeed, some of these distal EREs are
conserved between the human and mouse genomes and bind ERa in vivo, as demonstrated
by our ChIP experiments. These observations validate the choice of the —10 to +5 kb
window around transcriptional start sites used in this study to identify potentiai ER binding
sites. However, the frequency of near-consensus EREs found within this range strongly
suggests that not ail of these elements medïate transcriptional regulation of neighboring
genes in a given ceil context. It is unclear at this point whether access to some of these
elements is restricted, or whether bound receptors may be unabie to transactivate
neighboring genes. The number of EREs in bulk genomic DNA aiso indicates that if ail
eiements were accessible, binding sites would likely outnumber the moiecules of receptor
dimers in estrogen target ceils. Indeed, the number of estrogen binding proteins in rat
uterine celis was estimated via either biochemicai or autoradiographicai methods to vary
between 5000-30000 molecules per ceil [67-70]. Large-scale studies of transcription factor
binding sites using ChIP assays have also indicated that the number of in vivo binding sites
for different transcription factors in the genome is high. For instance, in ChIP experiments
performed in HeLa S3 celis, 15% of the genes in chromosome 22 were found to contain
functional NFKB binding sites within 10 kb [66]. In addition, 11% of the promoters were
found to contain one or several high affinity c-myc binding sites, suggesting competition
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between target sites in chromatin for limiting amounts of Myc protein levels [71].
Alternatively, another possibility that arises from these observations is that stochastic
andlor dynamic binding of transcription factors may allow usage of a larger number of
binding sites.
We are aware that the total number of potential ER binding sites is even much
higher than reported here. Elements flot included in our search may represent good binding
sites in vivo, including those that display a reÏatively low affinity in vitro. While the
compiled list of EREs is clearly not exhaustive, our ChIP experiments support the notion
that the neax-consensus EREs identified in estrogen-target genes represent Iikely binding
sites in vivo (13 out of 14 elements bound). Nevertheless, access to some of these elements
may be restricted inespective of their strength as ER binding sites in vitro. Neither a perfect
ERE located within about 20 kb ofthe transcriptionally active GREBY estrogen target gene,
nor a near-consensus ERE located in the non-transcribed GAD2 gene were bound in ChIP
experiments. Although resuits obtained in two breast cancer celi unes were very similar, it
will be of interest in future studies to examine further how binding site recognition and
coactivator recruitment is affected by cellular context. The future availability of large-scale
gene expression studies performed in different tissues will allow to expand the list of
known E2 target genes and to determine whether the near-consensus EREs in their flanking
sequences are bound in a tissue-specific manner. In addition, our data will facilitate future
studies comparing the patterns of coactivators recruited by distal/proximal elements. For
instance. it is possible that upstream EREs would recruit HAT and/or SWIISNF complexes,
resulting in long-range opening of chromatin and facilitating access of enhancer proteins to
far upstream flanking sequences, while only proximal promoter sequences may be able to
recruit Mediator complexes. Alternatively, chromatin loops may allow upstream elements
to participate to the recruitment of the basal machinery on the transcriptional start site. It is
our hope that the database of high affinity EREs derived from this study (URL:
http://mapageweb.umontreal.caJmaders/eredatabase/) will prove a useful tool for the
characterization of primary E2-regulated genes in various human and mouse target tissues,
6$
and will ultimately enhance our understanding of the molecular mechanisms underlying
the physiological actions of estrogens.
MATERIALS AN]) METHOUS
Bioinformatics
The algorithms developed (Y. Nagai et al., in preparation) enable a search of the
NCBI fasta and gbs files of the Human Genome (Built 33 - June 6, 2003) or of the Mouse
Genome (Built 30 - March 11, 2003) for a specified group of sequences, and extract the
positions of matching motifs in the genome contigs as well as the coordinates of the
sunounding genes, mRNAs and CDS within a preset cutoff distance of each motif. The
programs, written in C, were run on an SCI Origin 2000 with 32 CPUs IP 27, Rl0000, 300
MHz processor (16 Go) using UNIX IRIX 6.5. Results presented in this article were
generated using a cutoff of -10 to + 5 kb of the mRNA 5’ ends (database available at
http://mapageweb.umontreal.ca/maders/eredatabase/). Statistics for the total number of
EREs occurring in the genomes were derived from lists of elements generated before the
cutoff was applied. The total number of consensus EREs in the human genome was 891,
and the number in the mouse genome was 923. Expected frequency in random DNA
sequences was calculated as the total number ofbp in the genome divided by the frequency
of occurrence of a sequence with specffied bp at 10 positions and tvo bp choices at two
positions (3,069334246/411 = 732 EREs in the human genome, 2,578250392/411 615
EREs in the mouse genome).
Conserved EREs wcre identified as elements present in both human and mouse gene
orthologs (listed at the Mouse Genome Informatics database) at distances comprised
between —10 to + 5 kb from their respective mRNAs S’ends, and differing by less than +1-
2kb. As in numerous instances transcriptional start sites are mapped at the ATG codon in at
least one species, or at the 5’ end of the gene for alternative upstream start sites, we have
incïuded EREs present in orthologs which were distant from each other by more than 2 kb
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when positions were calculated with respect to mRNAs 5’ends, but less than 2 kb with
respect to gene 5’ends or initiator ATGs in order to minimize the under-representation of
conserved EREs due to differential annotation in the human and mouse genomes. For
example, the EBAG9 gene element, which is perfectly conserved in sequence, would flot be
selected on the basis of the distances to the 5’ end of mRNA because the mouse
transcriptional start site was annotated at the ATG, but was included due to similar location
with respect to the annotated 5’end of the genes. Note that the 5’end of the mRNA now
coincides with the S’end of the gene in the latest built of the mouse genome.
The probability of an ERE to be found by chance in both the human and mouse
orthologs was calculated by multiplying the probability of finding an element within —10 to
+5 kb of the start site of one gene (14,074 elements in that window of the human genome
/34,699 total genes) by that of finding an ERE in a 4 kb window (+ or — 2kb) of
conesponding sequence in the other species (12,828 elements x 4 kb /33,914 total mouse
genes x 15 kb) and by the total number of orthologs (9,944 gene pairs) giving 407 expected
elements.
Ccli culture
Hela celis were maintained in DMEM (Wisent, St-Bruno, QC, Canada)
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS, Sigma, Oakville, ONT, Canada). Celis
were switched 3 days before experiments to medium without phenol red containing
charcoal-stripped serum. for gel shift assays, Hela ceils were electroporated (l0 celis, 0.24
kV, 950 1iF in a Biorad Gene Pulser II apparatus) witb 80 i’g expression vector (pSG5-
ERa, pSG5-ER or parental vector alone). Note that pSG5-ER(3 was generated by
subcloning the open reading frame of hER [72] from pCMVSport-ERf3 (a kind gifi from
Dr T. Willson, Glaxo, NC) into the BamHl site ofpSG5 [73] by PCR amplification. Celis
were treated with 25 nM 1 7-1 estradiol (Sigma) one to two hours before harvesting (48 h
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post-transfection). Whole ceils extracts were prepared by three freeze-thaw cycles in gel
retardation buffer as previously described [74].
for ChIP experiments, MCF-7 and MDA-MB23 I ceils were grown in DMEM
(Sigma) supplemented with 10% fetal caif semm (FCS, Sigma). The medium was changed
to phenol-red ftee DMEM supplemented with 2.5% dextran-charcoal treated fCS 48 h
before hormone addition, and replaced each 24 h. The MDA::hERa cdl une stably
expressing hERa was generated ftom hERa-negative MDA-MB23 1 cells by transfection of
pCDNA3. 1/Hygro-hERa [28].
Gel shift and ChIP assays
For gel shifi assays, whole ceils extracts expressing ERa or ERI3 or control extracts from
celis transfected with the parental pSG5 vector were diluted to 120 mM KC1 and assayed
for binding to 32P-labeled, double-stranded oligonucleotide probes (50,000 cpm/sample) as
described before [74]. Radioactivity associated with bound or free probe was quantified
using a Molecular Imager FX with the Quantity One software (BioRad, Mississauga, ONT,
Canada).
For ChIP assays, chromatin was crosslinked using 1.5% formaldehyde for 5 min at
37°C and fragmented by sonication as previously reported [28, 36], yielding fragments of
average size 350 bp. Antibodies against a C-terminal epitope of hERŒ (HC2O) and
against TBP were purchased from Santa Cmz (Heidelberg, Germany), and the antibody
against phosphorylated polymerase II was purchased from Upstate Biotechnology
(Buckingham, England). The sequences of the primers used in ChIP assays (synthesized by
MWG GmbH, Ebersberg, Germany) are available upon request.
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NOTE ADDED IN PROOF:
A database of estrogen responsive genes was published while this article was in
revision (ERGDB, [75]. This database, compiled from a literature review of experimentaiiy
identified estrogen target genes, includes putative ERE sequences found in some of these
genes through screening of their promoter-proximal sequences with Dragon ERE Finder
v.2.0. Our database includes ail ERGDB EREs that correspond to sequences used in our
screen (aithough positions may vary, as our study used a later release of the human and
mouse genomes), but also ERE sequences found beyond the cut-off distance used for the
ERGDB (-4500 to +500 bp from transcriptionai start sites), or located in genes not
currently known to respond to estrogen.
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TABLE LEGENDS:
Table 1: Estrogen response elements in the human genome and corresponding elements in
the mouse genome.
The sequence of previously characterized consensus EREs or elements with one or 2
mismatches in the human genome are shown with the corresponding references. Position of
the EREs with respect to the 5’ end of mRNAs is as indicated in genomic data files, and
may differ slightly from the position indicated in the references (in brackets). Ail other
EREs in this table (selected examples from Table 3) were identified through our genomic
screens (except for a few elements in mouse orthoiogs, identified by asterisks, which due to
a higher number of mismatches were identified manually). References provided for novel
EREs describe estrogenic regulation of the corresponding gene. EFP is now called
ZNf 147 in the human genome database. b Trim25, the EFP/ZNf 147 mouse homolog,
corresponds to LOC2 17069. C Grebi, aiso refcrenced as Grebi-pending, corresponds to
57305 83K22Rik.
Table 2: EREs with identical sequences in human and mouse orthologs.
Human and mouse EREs with identicai sequences were seiected from the compilation of
EREs Iocated in known human (Hs) and mouse (Mm) orthologs with less than 2 kb
difference in either their respective distances to the beginning of genes, mRNA or coding
sequences (see supplementary materiai for a full list). Eiements that are frifly conserved in
sequence in the two orthoiogs were further analyzed to determine whether they are part of
an annotated coding sequence (CDS, boffom) or not (top). Four additionai elements were
overlapping a CDS in at least one species (middle). Note that some eiements are iisted
twice, as they are found in the vicinity of two genes, and are shown in the orientation
corresponding to each gene. Number pairs identify identical EREs. Eiements in boid are
known EREs. * mouse gene names are similar to the human names except for NDRG2 and
ZNF 142, whose counterparts are Ndr2 and Zfp142, respectively.
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Table 3: EREs found in upregulated estrogen target genes.
The listed EREs were compiled by comparison with upregulated E2 target genes identified
in gene expression studies as cited. The positions given are distances to the most upstream
mRNA 5’-end for each gene (negative distances correspond to elements located upstream
of the 5’, and conversely). ERE sequences in bold correspond to consensus elernents.
Underlined genes contain EREs that are conserved in mouse (see supplementary data)
according to criteria defined in Materials and Methods.
FIGURE LEGENDS:
Fig. 1. In vitro binding of ERs to consensus and near-consensus EREs.
A. Consensus ERE with base numbering used in this study. B. Binding of human ERa or
ER(3 to response elements derived from the vitellogenin A2 (VitA2) ERE carrying a single
replacement in one of the two arms of the palindrome. C. Binding of human ERa or ERf3 to
response elements derived from the VitA2 ERE carrying two symmetrical replacements.
The percentage of probe found in a specific complex with human ERa or ER was
quantified by phosphorimager and is shown with the corresponding standard error of the
means (SEM).
Fig. 2. Distribution of EREs in the human and mouse genomes.
A. Distribution of consensus EREs on human chromosomes. The percentage of nucleotides
in individual chromosomes is plotted, along with the percentage of total response elements
found per chromosome. B. Distribution of consensus EREs on mouse chromosomes. C.
Distribution of EREs found between —10 to +5 kb of mRNA 5’ ends. The ratio between the
number of EREs found and the expected number assuming a random distribution of these
elements in the —10 to +5 interval was calculated for consecutive 1 kb segments of ftanking
sequences in the human (dark bars) and mouse (grey bars) genomes. For the elements
conserved between the two genomes (white bars), the distribution vas characterized only
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between —8 to +3 kb in order flot to introduce a bias in the 2 kb constraint in relative
distances between the two species.
Fig. 3. In vitro binding of ERa to EREs identified in this study.
A. Relative binding of hERa to known and newly characterized EREs in estrogen target
genes. B. Binding of hERa to the novel EREs characterized through genomic screening.
Binding is expressed as the percentage radioactivity of specifically bound probe versus
bound plus free probe.
Fig. 4: In vivo binding of human ERa to EREs in ER-posïtïve breast cancer celis.
Interaction of hERa with selected EREs in the absence or presence of estrogen was
investigated by chromatin-immunoprecipitation assay in ERa-negative MDA-MB23 1
(MDA) ceils, in ERa-positive MCF7 ceils or in MDA-MB23 1 celis stably transfected with
an expression vector for hERa (MDA::hERa) and treated or flot with estradiol for 2 h.
Fragments containing putative EREs were immunoprecipitated from formaldehyde-fixed
chromatin preparation wïth antibodies against liERa, TATA-binding protein (TBP) or
phosphorylated polymerase II (P-PoIII), or with preimmune rabbit IgG. A separate
fragment spanning the transcription start site was used for PCR amplification when the start
site was situated at more than 400 bp of the ERE. Whenever available, experimentally
mapped transcription start sites were included in the +1 fragments. Experiments were
pefformed 2-3 times and a representative resuit is shown.
SUPPLEMENTARY DATA:
Supplementary online Table 1: EREs found in both human and mouse orthologs.
List of EREs found in both human and mouse orthologs with less than a 2 kb difference in
their relative distance to the 5’ end of the gene, the mRNA or the coding sequence.
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Table Supplémentaire 1-suite
103
517077
0422
COlA
0000
0977!
aNti
09713
OOKLIA
OOKLOA
000!
03905
94062
000p0a
06014
06X9
pAya
06339
00X9
00
K:
00004
00604
00604
000610
00060
000KO
006.67
KOlA
000006
000009
037
905.67
90647
9000
97-7736
97*76I
0137790
017X0
0001
900101
9060010
9092026
9002030
97.02
97.019
90094
0000
96402
000021
KLR2I
000300
000501
000001
00700!
906020
906000
KARA
9006
90033
900106
WPIOA
1037IRI4A
90000
9001e
900X1
90033I
9004
FR336016
90X09 I
90X00 I
90077
90940
90002
90020
rtCrI2
994772
005560
0006
037:90
07X90
RAB Ii
RAB 270
PAPOU
9A00
04X0
RA02FI
091001
ROI
92CC
000QLS
Ri?
99?
090
00011
ROSI’
00012
ROSIS
ROSIS
P946001
9946001
0140!
COrS 19T_033413 ATCTOA000TOA006 0017
Caris lIT_010194 000TOACTAOCACU -1431
01x4 liT_036230 000TOAH37OA000 25196
01x4 NT_466230 000TOA70U00000 25896
00x31 94011757 600TOAGOTTCA000
-6331
06x31 593_011757 AOAT0A000T0600A
-5031
Clxi 197_034100 AO0TAAAO0TCA000 380
C0r14 NT_010910 A0000AGTATAACCT 139440
CRoIS NT_000966 000T009TATM0670 146440
01x3 OIT_037565 TOOTCAO7000ACCT -0273
fliol7 NT_010716 0000CA0OCTGA0CA 2754
01x5 lIT_034772 AOCT0000ACOA000 67(03
OOriO 07011223 000TOACOCTOACOT 3313
01x19 lit_011295 060TCA000T04000 3474
Clxi OiT_030034 TOC7CA000TOATOT 4744
00,14 NT 009437 000706AOAT060TO -0267
00x14 697 26497000TCAAOATOAOTC -5317
01x14 197 010437000T0670AC0A070 1603
ChrI4 NT_026437000T0A70A006CT0 1623
toril liT_033903 AOTTC0006TOA000 41374
COn! NT_033603 AC3WOTCATGA000 41374
01x3 lit_003999 000TCOCACTOAOCT 4316
01x3 Nt_033999 000T000AOTOACCT 4119
01x3 177033990 0007000A0T0AOOT 4016
01x3 Nt_029373 6007066037060CC 4547
01x13 liT_024524 000004060T00000 3754
CRoi3 NT_024524 005000000T00000 3734
01x0 liT_023431 AOATCA000TGACCA 4543
ChoIS lit_010274 000TOAOTCTOA000
-1113
01x7 697_039209 TOT0CATA000A000 4771
01x5 NT_01926? TO0TOATAOTOA000 9774
01x7 NT_027933 600700007006000 077
01x1 697_034511 000706060766066 -7077
00,17 137_010718 000TCATOAOOA007 1533
01x17 197_010711 000T06000TGA000 634
toI9 lit_011109 000706006T0000A -1239
to00 197_011523 AGO7OAA0000T000 419
01x7 0ff_011003 000T06376T06707
-9371
01x22 127_011503 T6000A0O37000TT 4511
01x4 NT_010354 000706000007077 12235
torI6 NT_077667 600T000AOTOAOOT -2371
01x7 147_007619 T0OTCAOT000000T -6640
toril 137_010393 600606600706006 -1904
01x1 NT_034610 000000060706007 2032
Clxi NT_004610 GGG000GATTOACC7 3882
torIO NT_010719 060706000706000 -7035
Caris liT_010194 000703770706007
-5169
CarIS NT_010194 600700770706007
-3101
01x1 097_021937 60007000070A000 476
01x7 197_007419 00000AOOA700000
-1231
00n19 NT_011103 A0000MOOTOAOOT 2753
tor19 NT_011109 600770060006000 2073
01x6 197_025741 400606000006000 930
01x6 107037592 700006000700007 -1997
01x6 lit_033101 T0000A000TGAOOT -1997
01x6 NT_033674 700006000TOAOOT -1999
torlO lIT_011255 700700000006000 III
01x19 lit_011035 700700000006000 160
tor22 NT_011521 0007OAOOATOAOU
-69
tor2O lit_011310 600706060706000 1610
01x1 lit_034000 700706707007000 4341
toril 097_033900 000760606706007 10013
toril 190_033303 0003700007176000 22035
toril ttt_oiiiop 00073760T0006000 1450
00r19 NT_011109 700706003707007 -124
01x19 Nt_011189 TO0TOA0CUGTCCT .124
01x1 117034600 AA0T0AOOTTOACOT 0493
01x1 NT_034000 600600060706007 4996
01x1 697_034407 600000060706000
-5075
torl7 NT0_01064l 670706070706000 4069
torl6 NT_010393 000700000706007 1469
Ohrll NT_010393 00000AAAOTOAO0A 2507
C0r20 137_011307 000C060077OA000 1066
01x20 NT_011387 tOOT060AOTGT000 1501
00,19 l-00_011109 AOOTCAOAOTOAOCT 1531
toril liT_034310 600706700706007 0634
01x1 NT_034579 600000006706000
-170
Clxi NT_004754 00000000ATGA000 -176
01x14 197_026437 A00006077006007
-7719
01x14 NT_026437 60000ACT005000T -5739
00r30 i-00_011333 000700000706000 4967
01x3 lOt 0359r9 600006070706007 0740
01x3 097_005999 000AOAAOATOAO0T 3009
OorIO 177_039700 T0070AAAATGAOAT -3004
01x11 177_025020 0000CA6OTC00000 403
Obril 797_059377 000006000706007 1203
00412 NT_029419 40000A070T00000 4043
00412 197_009419 A0000A00670A006 8093
01x3 NT_031014 00000A00070600T 5126
01x8 197_010163 AOOTOAAU0OA000
-233
01,6 NT_037590 000006607006000 336
01x9 lit_033413 OO7000TAAOOAC0T 097
tooI7 NT_010141 AOATOAOACT7A000 3305
01x6 lIT_033901 A0000A000T06000
-1330
01x0 NT_037090 600070060706000
-502
01x6 lit_037590 000TCAOOt70000A 581
torIl NT_037407 0007OAOT000ACCT
-1093
00616 NT_037837 000TCACT000A000
-3093
C1x4 NT_030301 067706770506000 549
01x1 Nt_034671 000706470706007 0031
Clxi NT_044671 T0GTCA000T0000T 2231
toril lit_037697 00000000000AC0T 7370
toril 097_037867 000TCTTO0TOAOOA 4434
ONT NT_037590 000006506006007
-7161
314 304 2470
4 34 03
35450 403 000
03945 2031 1091
070 094 964
435 400 3314
13 49 40
94430 ION 090V
34401:70309303
063 0004 5329
1909 1929 0141
10753 1107 636
79054 030 29761
76744 1309 29945
1503 1103 1946
1401 1374 1574
1975 i943 3145
317 394 94
0030 3009 1659
33397 01 09490
33330 106 334V
2154 731 570
3150 303 570
2158 2151 373
003 914 10
033 154 245
141 000 109
16000 031 979
790 649 674
610 770 3103
1249 1091 5330
147 094 00
345 006 294
13410 1035 1361
13160 1500 1446
1159 1950 1974
140 146 153
1355 1043 1W
1155 1114 1112
1014 6035 6560
1034 1034 1136
7300 7306 70
490 490 224
311 442 1191
330 364 1309
1634 1949 1637
1716 1630 1836
350 439 032
777 600 800
1709 1753 1810
641 1941 1060
325 735 744
346 946 IN
5161 700 703
48V 470 433
4876 460 433
3653 3394 313
3653 3633 313
1031 694 5940
026 1013 31
59 49 16
10110 940 1001
19593 943 337
1100 1300 1406
1073 1073 1032
1331 133i 1373
1366 1417 2443
1110 1008 63
004 004 310
975 45 51
30 02 36
1033 1090 1074
1623 1204 1136
2058 3309 1571
1570 7031 3092
000 319 199
10094 703 11035
3740 1155 0947
779 413 4V
1634 1347 1330
3307 2337 2360
493 400 300
1971 1000 970
32167 011 407
09407 99 10593
102 134 70
032 4003 0
3315 1140 3467
7376 4945 1301
6513 35 13647
03 39 14
1625 1695 1601
1390 804 1940
2105 1664 1933
1397 056 1117
194 347 14
1279 1327 033
1377 1409 1033
1123 653 14533
40 33 3394
600 733 1616
102 944 470
000 494 474
006 OiO 509
2617 -0917 19a7i2 004 lIT 039259 A00006OTCTOAOCA 0911 3131 -9307
-i450
-1035 0n2 torS 010039474 60000670370600±
-1453 -1322 -1670
-10 -1547 63336321l509r6 006 NT 039300 A6000006C00000T 444 392 -1943
-10 -1547 033943003041 006 100_039335 00000000UOACCT -0949 -2101 3533
-6353 -0664 0031 01x7 NT_032726 000706600706007 -5459 -5459
-7608
-5053 -5304 0941 01x7 NT_039636 000T060COTO%OCT -5459 -5409
-3620
943 294 00x3 Cari 5ff_039161 00CTC6007706006 373 300 046
4133 43321 0%pila 01x10 597_039674 OA0TCA0007OACCC 40315 3110 -71353
4903 42326 0±0314 00x10 SU_039674 CA000A000TOA000 4597g 3300 -71369
-2273 -2615 Or,: 01x12 RU_031531 AO07CACT6TC6000
-0106 -7097 -7944
2794 2470 06x3 01x11 lIT 031513 000706000706000 4013 4613 4611
-1319 -9159 04000 01x11 97_001513 0000006007060CC 300 -312 4927
3216 -33702 00031497 0h03 lit_333402 R00T0A000006006 82273 3143 -1101
9474 -31541 92031497 CR4 RIT_339462 60070600C006C06 82272 2143 .1101
4744 4075 PAr, 006 07_033337 0007060000060CC
-3221 -0041 3704
-5263
-5057 Oa3x 01x10 197_033551A70706050T06000
-3366 -3093 4013
-7267 .3453 0,99 01x10 170_039551A300067A0006007
-3292 -3319 -3109
1003 1213 Oax9 00,10 NT_037351 000706706000070 1336 1139 H i9
1603 0213 01x9 01x12 N7_O39351AO0TCAOCAOOAC6C 429 450 -646
-9350 -44353 Ocx 01x19 097_039094 AOOTCOT0000ACOC 74771 -9119 -10351
-9650 44050 Ocx 01x19 090_039664 AOOTCOT00006CCC 74706 -9104 -16433
-0393 -6460 Fr094 CarS RIT_013477 A70TTA7T000ACCT -0974 -6974 -7940
-0372 -0460 0494 004 NT_030497 AOGWA0700000CT
-0974 -4974 -7040
-4010 -0461 Pctir4 004 NT_039477 000376070600000 .6974 -6974 .7049
4640
-0051 0o4112 01x16 197_039174 6007066031060CC
-5512 -3014 -5041
3754 3371 0x00 97x14 lit_031031 070706000706007 3907 7930 3716
3754 3501 F9410 01x14 i37_039030 006706066706007 3613 3394 3403
-6494
-0507 9x1x1 97x10 NT_039491 670706000006006 11621 -7263 7306
-2503 -2763 03834 Cao7 597_019420 0700060370060CC -1914 -1914 -1391
.6109
-20309 F3650 00611 lIT_031671 07070706000A000
-0619 -1967 -03720
-6189 -20379 01g55 01x16 197_039674 070ACA3AOTOA000 -0639 -7093 -21651
357 335 0414 004 0ff_039940 000706AA0A06007 410 353 237
-3097 -7109 2001132033Ro6 004 lIT_033205 0007000T0706006
-6330 -6011 4903
1574 1323 Ors 97x1 I liT_033513 600706003706060 i4I12 319 319
1019 1765 Pxo6 01x11 NT_339020 600T0AC0UOACAO 14909 319 319
-1239 -1255 0504 tor7 1ff_039414 670006003706000 -3190 -3190 -3227
-609 -033 0004 01x15 197_032021 600706600000000 -807 -037 440
-9632 -9767 0x01 01x7 lit_033711 600TCA67A000CCC -7847 -3032
-0010
4571 4511 p35 006 197_032311 000076000706007 3433 9430 3330
-6603 -7301 03x0 CarI 100031041 600306060006000 15093 -141 -733
-2071 -3563 0601 01xi7 097_034149 700006006706007 -3405 -3405 -3710
-6043 -0940 066111 97x11 NT_033515 7007060000070CC 660 608 4362
-i994 -2404 OIalgIO 01x16 000_039024 600706000006006 -2474 -2476 -2643
0333 1190 01a2g0a tor4 090_039266 060706000006000 3113 2391 2361
2833 1198 0142904 004 l-97_039001 AOOTCA00000ACTC 3031 0463 0459
-3703 4403 9762 01x11 137_039323 000006060T07007
-2111 -2i Ii -2793
-0174
-5399 9638 00r2 NT_039209 600706700706006 -9403 -3543 -3563
-3116 -3331 PIOn 0h03 NT_339209 000T06700700006 .3473 .3545 .3943
-994 -961 01041 004 lIT_031201 600000370700000
-103 -194 -lOI
-1237 -1211 0ms2 006 NT_031310 007706706706000
-0999 -2909 -3376
3121 2036 FrIrA 006 097_039314 000AC6700706000 7200 3162 3146
2437 2402 0,99 01x0 NT_039314 0006067007060CC 3346 3162 3146
936 764 Fx,397 Cas NT_039250 000700000700007 393 090 390
-6401
-6594 OxrSOl 01x17 NT_003053 420116000706000 -1155 -7156 7297
-6309
-0303 O’5O 01x17 0ff_039003 AOO07ATCCTOA000 -1474 -0374
-6923
-6390 -6493 0x450 01x17 NT_030663 600376700306000 .6474 -1674 4923
-107
-3281 Fp902n 97x10 197_039496 000T00TACTOACOO -9415 -3531 -3594
99 -3211 Fp2c 01x10 NT_039496 000376T6C006000 -3400 -0541 3594
-49 -40503 Opxx 01x15 1ff_031021 000706060706037 1142 575 40943
1374 1373 0p37 Cari 5ff_031210 600706000700000 2493 2130 1941
3331 4764 Fox Cari 097_039105 A0000AACA7C6006 4400 3403 4053
-3942 -3350 97x19 097_072094 0097000666706707
-2177 3239 -2320
3333 3332 PppIca 97x19 127_039094 300009076T06000 3037 0333 2945
1339 3740 09010144 00,1 lU_009413 000706050036007 2579 2567 2552
-134 -106 0905n tor7 NT_059395 370706003106000 949 949 143
-124 -184 00961 Ohn7 NT_039340 600606600606006 -1455 -1405
-1011
2417 411 ft%I Cas 637_037204 600760600604000 3679 3604 2023
4922 1060 OodxI COol NT_039294 60006060070600C 3079 3894 2025
-5710 -5777 Fxgl Cari NT_030104 AO37C6C%CTOA000 4371 3671 -5463
3744 612 FdcxrIa Clxii 1ff_039521 000706070706070 1343 3199 163
1310 1332 FOrS 00r7 NT_039433 CT0T0AOAOTOAOCT 1S37 1944 1296
9494 2370 0ot6 0h03 NT_039433 00070656070600T 507 1344 0294
1066 -1070 0m4 to93 lit_039201 00070600700A007
-557 -500 -2712
1501 -1141 Fjord 006 NT_039209 000306007706007 .357 -008 -2712
-1036 -1945 0922 97x7 NT_039423 60070A066006006 3093 3015 1247
2526 2196 0x94 Car7 R97_009433 607006000006007 2203 2279 1997
-019 -11466 0xx2 CarI lIT_031103 00000AC10706607 19450 -50 -233
-019 -11460 Fxxl CarI 197_039138 600006003700007 0570
-1974 -2121
-SOiS -5036 OrS 97x14 1ff_031636 AO070AAOCTOAACT -1270 -6307 4111
-5115
-9494 PortO 97x14 0ff_032010 600006000706060 -7153 -7102 -7100
-6366 -306 0416 totO OU_037212 AOOTCAO0AOOAOOA 3659 4659 3944
2630 2594 F1691 CarS 097_009477 600006060706000 2256 0123 2100
3109 3005 9706 COol NT_039477 60070606C376000 2230 2133 2106
-3794 -3154 Ra518 97x10 097_039074 000COT000TGA000 29463 -2093 -2097
291 35000 045030 01x19 047_039074 670706000706004 65550 30 -39279
1123 1056 Raprr CarI 1ff_032233 600706000777600± 1094 1094 920
203 lii Raxg 01x15 1ff_032021 607706000700000 5075 4530 113
3735 3007 Ra90 01x15 NT_300620 6003760007000CC 5073 4400 166
1636
-3732 RaxO CarS lU_039477 700700670706007
-2250 1407 -24V
-042
-29196 051x1 Cani 097_039137 60R706000706000 1230 -207 -15549
266 51 00, 97x17 1ff_032055 000706603700000 210 349 37
597 517 Redc 004 NT_039010 600376000006000
-1023 -1091 -1194
3335 1703 0xq15 97x11 197_039521 600006007706076 1937 1411 1313
-1330
-1600 7rx27 97x13 197_002570 706006607736000 775 334 232
-522
-070 TomlO 01x13 Nt_039570 T00006AO0T06000 070 394 239
501 223 Txxlt 01x13 NT_039570 T60000AOGT060CO VS 334 239
-2105 -3571 0ril 01x17 117_031049 AOCTCAOOACO6000
-3372 -3333 -3494
-2155 -2571 Rgril 97x17 117_031149 000006000706007
-710 -026 -746
-3319 -2573 RoUI 006 017039302 000706700006060 -1009 -1669 -17093
2231
-1752 RgnI3 Cari NO_033103 600706060006006 2273 2176 -3618
3231
-3602 OgrIJ Caol 110_033113 600716706006005 1595 1410 3296
-7770
-7797 0010 01x17 NT_039949 AOOTCA070COACCC
-7190 -7226 -73V
-0020
-69S3 8h04 C1x17 NT_039649 6007C600000A000 -7194 -7226 -73V
-9223 -0303 Riogl 97x17 lit_031152 60070A0C6706000
-0515 -7713 -7714
Table Supplémentaire 1-suite
104
ROIS!
RIT!
00X14
RORA
ORAl
RRGR
RPLIOA
RELU
RPL2I
PR_7A
02000
P27125
00026
RR000A!
RPOOORI
FR02
R0002
07CV
SARIS
LORS!
STAOX3
000F
000
00FF!
STFILI
0004340
07X02
07109
130
000
1-DSP!
00206
020CV
00007
FAM
FCO SA)
FCIIA!
FC!IAO
1_C!2A4
FCISAO2
FCISAI2
FC2OA!0
FCOIA I
FCS!A!
FCO5RI
00C4A2
FCOAS
FCSAS
1-R?
LO44RCO I
1620CR I
37!
071122
10X4
STRL0
00X03
00X03
17X3
070
1-A03
0051022
070022
0751022
0710CV
007T0144
FR0098
110F!
11F
CC7L
05114
STAT3
002352
CTATSA
11A02
STATOR
STATOR
11023!
11X3!
11X4
SF113
5114!
00X00
1300
RJLTIR I
130050
1)014
1)014
13004
12025
SYCF3
SRCP3
07090
T04
004
TAC!
TAPI
TAPI
TAPI
TARORP
19X0
COTAS
CAsE 94703330! 000TCATOACRACCO
-3011 -1224
-1219 RogO
CM! NT 074660 AOO11ACASTOACCR 050! (479 905 RaI!
00x5 011029209 A0030AAOUSACCC
-0040 -0400
-0007 000(4
Cons 011_000004 OAGOCAARCWACCT
-0020 -0020 -0020 Ran
Con!? 011_000700 A500CA000TOAOCA 4000 4051 4094 0340
CMX OIT_001540 00000A3CCT0ACCC
-3455 -0745
-3004 Rpgo
CMI 510011532 A0OTO0AGATCA000
-5417 -5403 -5643 0010M
CMI 000_600470 T0000AR0CT0ACCT 4354 -4305 -0446 R0!!)
Clx! 511000004 A0ATCA00000A000 7755 -2194
-2306 RpIII
CMI 010000014 AOO7COCA030A000
-7M -764 -794 R$7a
CMII 011000000 AO0TCACTU0TCCC
-5007 -0340
-0403 R9r15
Cor! I 011_033511 T0000A0000TACCC
-0290 -0634 -7697 00rOR
CMII 011_019409 000TCA000T0T000 0614 0400 0307 OpalE
CMI 511_317430 T000CAAOCTOACCC
-5004 -0203 -5360 OpaOMI
Cor!! OIT_030103 AOCTCAA0000ACCO 4344 4369 4359 Rp0902
CMII 011_000960 ARCTCAA0CTRACCO 4344 4069 4349 Rp0010
CRoIE 040001000 A0O3CACAC0OAACT
-0001 -CV! -0900 RasS
Coo!9 097010001 TOOACAACAT0ACCT
-2003 -3002 -3030 Rlrl
CM4 P11007592 0000CATGAC0ACCT 470 -170 -000 0,2
Cor! 3 011011091 500CCACCA3OACCA
-1312 -1312 -0374 SapOS
Fr10 010_000503 A0000AOT000ATCA
-0609 -3624 -12219 San
FrIS 507_000094 ATOTCAOCAT0ACCA 07200 957 911 Onmps
Fr19 011011009 A0OTCACA000CCCT
-0093 -1093 -207! SogE
CMI NT_015124 000TC0OCCT0AOCT 490 -0002 -1234 0X1
Fr22 011_011520 00RCCAC0000ACCC 4350
-5196 -0100 0407!
CMII NT_000520 AORTCACR4T0AACT 2500 040 0097 0007!
000 011_035550 0000CA000TOACCC 3100 109 -275 Oxo4g
CM! 011_03450! AOOTCACTAT0CCTA -7401 -3431 -7924 079
Fr17 011_000M! A000CA007T030CA 422 220 66 06o2
CMI 011_012104 A000CA0AC3OACCC 0360 0342 0362 046
Cool 011_001255 0000COAT000ACCT
-3107 -0246 -!T415 0go
Cool 511_011205 000300CC0TSACCC 204 III -04050 598
Fr22 011_000010 TR03CCTCCT0ACCT
-(204 -0204 -2415 0030p1
CM! 003_004052 000TCA0UTOA000 650 004 -20032 Rail
Cor!! lOT_000103 C0000AOCCT0ACCC
-3116 -3244 -10767 Oa9xpaSArg
CAr!7 011_000053 000TCOTCAOAACCC 4901 -5002 -5040 0037
CM0 NT_004661 000T0ACTSTOACTO
-7027 -7243
-73V San
Fr13 011_030952 AOOTCAAA000ACAO
-15 -342 -979 SOrOMI
CMI 097005403 AOOTCCCTAO0ACCC
-3175 -0937 -3057 Or! la!
Fr16 [00010431 C0OTCA00000ACCT 4045 4516 4520 SIri2aI
Fr01 011010412 T000CAAA000ATCT 3009 -004!
-0210 OcIIM
CMI 011020403 A0000ACT000ACCT 4554 4099 4112 ScIa!
CMI 007_033423 3003CATTR703CCO 4105 -4905
-0194 0r20a02
CMI 011_030403 OA000ACCTOA4CCO 27 27 10 OUOa!2
CMII NT_00 1509 6OCOCO0C110ACCO
-5900 -5900 -25450 OUSalO
0MO [11_037592 C0035ACO1104CCT 4315 4241 -3406 Or2M!
CMI NT_053476 AORTCA20000ACAA 3773 3770 -33004 OrO!a!
CM07 02010000 A0003TCT075ACCT 3035 0567 1075 Rga102
CM? 011_027904 T000CACA0300CCC 293! 1900 554 OcRaI
Fr09 011_000295 0A0000C0OTOACCC 36 -60 -4V OrSaS
CMI9 [11_006196 GAR3CRCRRTOACCC 30 -00 427 OrOaS
CMI 011_023033 A000CTOA000ACCA
-1185 -1392 -10015 Ou?-prnlrg
Fr12 111011510 AOOTCOTOOTCACCO
-3146 -3306 -3403 Sxmrrb!
ChrIl [11_011520 AROTCRRE000ACCT
-3246 -3034 -3453 SannA!
Fr20 011011357 AOR30A03000ACC0 3104 3104 3114 Or
Fr00 02010410 A0RACACC1100CCT
-3116 -3776 -3796 SF1
CM3 511_055611 0000T400CTOA3CT 4054 -6534 -0306 Mn6
CMII 011_533003 A0RACA007T0ACC3
-3005 -3130 -3159 044!
CMI 011_204400 A000CA01100ACCO 41121 2011 2027 09400
6MO [11_014410 ARITCAR1100ACCT 40818 09V 26V 09460
Fr17 011010041 0003C000000A000
-1691 -2011 -3063 0r04
CMII 011_023411 A0030AOC110ACCT 1022 2021 1925 SpI
Fr10 011_023320 A0C3CACTA704CCT
-3123 -0(20 -3137 SF204
Fr09 511_010109 T503CAOOT700CC7
-5537 -0637 -033! 0p3A2
Cor! I 011_0! 1009 TSSTCA00000ACCA
-5475 0475 -6699 OpTAI
Fr09 943_010009 TR0TCAO0CTRACCA
-0475 -0475 -6699 OrOTI
Fr10 011_000009 00CTCACT000ACTT
-9311 -9406
-9700 OpRI
Fr19 011_010059 0OCTCACT000ACCO 1570 1070
-1909 Opr04
Fr19 011011009 T5000A0OCT0ATCT 4970 4070
-50! 03404
CM!? 011010710 000TCA005CSACCT
-(079 -(870 -2042 0000
CM! 011_719273 A00570CR0T0ACCC
-7790 4425 4502 017!
CM! 011_011113 000TCAT0AT0A0CT
-1497 -0030 -3109 080
FrIS 011300(04 00030000070ACC7 5411 -0407
-10133 30405
CM17 NT_000705 000TCA0000AACCT
-0095 -2810 42174 0n3
CM!? 511_000705 T000CAOSC000CCT
-5033 -0033
-6860 50403
Fr17 0-11_010750 AA0WAA0000A000
-3310 -3090 -5255 OnoSa
CM!? NT_000755 AARTCAASOTSACCT
-7504 -7614 -51230 004005
CM!? NT_015755 300TCA000F0CCT 3751 -6001 -55417 53456
CM!? 037015735 0AOOCA05030ACCC 4059 4006 45302 004156
CM7 [11_037519 0000CA7OTCSACAT 4553 4601
-6450 0X30
0MO NT_017619 000TCAT011IACAT 4553 4606 4620 0X30
CMII 011011361 ASOTCACT0TRATCA 416! 4115 4813 024
CMII NT_011333 AROTCACTOTCACCC 1556 (435 (104 SR,m3
Fr16 011_037107 500TCA111100CCC 1292 099 040 OSaS!
CM4 02504051 000ACOCAOTOACCT 2035 -0099 -8001 OMIS
Fr1 I 511_010266 A5000ACT0C0ACCT 2310 (049 170! 0061
CM4 057_977444 CTGTCATTCO0ACCT 5070 -393 407 0x516!
Fr19 ff001159 A003CACC11GTCCC 4237 -4309 4590 0-apoOR
CMI 007_035314 0000CCCAC3RACCC
-337 -775 411 0004
CMI 011_035314 AO0TCOTTCFSCCC 145 046 06 10x64
CMI 511035004 00600AAA005ACT0 04! 741 6!! 08948
CMI 511_035004 A000COCA0TRA0CC 660 657 -700 0045
Fr01 011_001046 A0000ACA0T0AGCC 0007 327 405 55cR0
CMII 011_809046 A0000ACAGFA0CC 0697 4V 4V 57x7O
CR801 011_999046 AGOTCACARSTA6CC 9807 417 427
CMX 011_010050 AOOTCAC003CACCA 340 2V 260 010nx4!r
CMX 011011060 A000CAOCCTSACCA 2572 1501 1413 D20a4Ir
CM7 NT_011903 0003CACCC00000C 011 107 -303 TarI
CMI 017033200 00100AAAATCACCT 1001 0039 040 TapI
CMI 011_037591 GC000AAAATCACCT 1066 004! 045 TapI
CMI 010_01315! 055TCAAAA3CACC3 1032 1156 043 TapI
CM! [1102(900 T0OTCA0OCTOAACC 4260 4063
-5374 Tar127
Fr16 111_104511 0000CAOOC0SACCC 0059 0059 360 F56
CMI 51105430! A010CAACATOACCC
-6373 -6373
-6531 TraO
Fr07 011_039649 ASS11ACCAT0A000
-0611 -0008 -3010
CM3 NT_039234 005WACA0T00000 699 647 199
CMII 097_039674 AOCTCAAOUOACCC
-6661
-0600 -00409
F4 111_009474 500ACA0OACRACCT
-2110 -3442 -3442
CMII NT_035020 A07TAAAACTOA000 -4065 4095 4(42
CMX 011_039000 000TCAA0000ACAC 4(01 4000 4329
CMI? 000_039649 AG0TAGA0ATOACOC 5050
-5905 -5070
Fr2 0ff_031105 A0050A000T6000T
-765! -7620
-7657
F2 611_0502r0 AS0TCA00000ACCT
-3(04
-33(6 -0306
Fr2 0V00!03s 05000ACAOTOTCCC 006 301 350
Fr7 137030445 AS0TAA0CATOA000
-6010 -6000 1092
F01 IFS_007473 AOTTOACOOTOAACA
-0790 -1110 3559
CMII 037_031035 00000AOOATTACCT 0350 045 545
F4 NT_037106 000TTACAAOOA000 -3447 -3417
-059!
CMII 011_039654 00000000000A000 3607 3016 47(6
CMII NT_009034 600FAO0CT7ACOA -2709
-2020 -1028
Fr7 ff039403 00511ACCAT0000A
-6973
-6175 -7140
Fr7 000_000403 A050CACAUOTCCA 410! 430! 4461
CM07 010_009049 A0SWACCATOA000
-MI -040 -340
CM14 0ff_532535 A0000AGA000AACT 463 446 417
CMII [07_030405 OA050A00000ACOC -3150
-3996 -556!
F2 NT_039474 A0000ACCTCOACTC 203 146 -15711
Fr7 6ff_039433 A0500AOA000A000 -2060
-2130 -2259
CMII 011_039539 A0000AACAOSACCA
-(6(9 -1667 -(917
CMI0 POT_009614 C4000A30000A000
-8110 -6012 ISOS
CMII 0V_039614 AOSTOATC000A000 0060 0111 (710
CM00 OV_535r11 00050AA0000A000 2905 30 -04!
004 000_030265 00000AGCACOACCC
-000! -0713 -1304
CMII 011_03951! A0000A050T000CA 0V III 66
F3 500_039353 OOC000770000000
-035 -305 -700
CMII 0ff_001436 A0O11AC0V0ACCT
-(530 -1104 -9046
CMII 011_009406 A0030AGO11OA000
-1015
-0696 -9546
OMIS 011031611 0007000AATSA000 1704
-009 -(340
F4 0V_0312M 00000A000TGA000 426
-1M -20807
Fr1 NT_031436 ASOACAOAOTRACCT -0705
-9750 -0069
CMII 111_03901! 00030030ATAACTC 3054 3540
-753!
Fr0 037539115 00070ATORTOAO11
-7277 -7177 -7073
Fr5 1ff_039400 A5500AAA00000AR
-307 -753 -CII
Fr1 6ff_039070 OSR00000000A005
-3117 -3143 -022!
Fol 611_030467 00500A000TOACAT 4040 4020 4016
Fo3 Off_039467 00000AAAAT0A300
-9041 -9211 -9211
37r19 IFS_009657 355TOAOAASOAOCT
-6101
-6256 1531
Fr2 011_039255 00000ATOSTOA003 -717? -7343 -7400
Fr2 11_030250 OAOTCACC11OACCR 143 V 10
F3 SOT 030305 000TCACTRTOACCT 3601 3551
-37006
Fr07 011_009655 AOGTOA00C000Cfl 6933 3739 3550
F2 0ff_003051 TROCTA05ATOACCO 3(40 4043
-20050
CMII OIT_039511 000TOA000AGACCA 0342 1799 2701
GRaS IFS_039230 T0030AOT6000000 4355 2340 078
F3 IV_037462 000TCA0000000CC -3?
-70 -033
Fr3 011_007462 000CCAORCCOA000 100 174 III
CMII 111_030020 AA030AAT11OACCT
-9700 -9790 -17407
CMOS OIT_039510 000TCATRRTCACCT
-2202 -2121 -1407
CMI3 690_039426 AORTSACCATRACCA
-2155 -1200 -149!
Fr2 Off 039209 A0RACAAA000ACCC 4118 4119 4111
F4 011_019457 A0030AAAOT000CT
-III? -III? -2167
00x16 011_039619 000ACACCACOA000
-S33 -5134 -S100
F3 0V_017473 A5000000005ACCT
-5009
-5039 -5305
Fr0 311_030191 000TCAOTOT0CCCA 50399 173 67!
Cor! rIT_039050 T0000AOACTOACCC 314Cr 107 105
CMII rff_033511 A00000505T0000C
-3(9 -074 -01V
FrIS NT_00062! AOOTSAACHOACCT 1010 2002 2030
Fr2 097009200 A000tTCT000A000
-5041
-5049 -5101
Fr7 IFS_007410 35030ACCA6OA000
-5374 -5096 -907!
Fr7 IFS_007410 00050A500TOACCT 474S 4407 4502
Fr7 110030410 A0500A000TOACAS
-3713 -3780 4050
Fa? OIT_039413 00500ACTCTOAOCT
-907!
-957! -3103
Fr3 140039413 AOOTCAATATAACCT 4411 4412 440!
Fol 111_039413 AROTCA%TATAACCT 4461 4401 4401
FsII 0ff 030S13 00000A0TATSACCT 10(1
-1334 -1090
0MO 0ff_039239 ASCTCATT000ACCA 4370 3309 3011
Fr0 111_209239 AOCTCATTCTOACCA 3370 4330 409!
Fr3 09:_317413 000T0ATCHSA0CT
-6339 -6371 137!
CMII NT_039501 A0200000110000T
-2940
-291-7 -30003
CMII 0ff_033510 000TCACCAORTCCT 3743-0140 1930
CMII 111_033S11 T0OTCACT0A0A000 1405
-VII 4111
CMII 0ff_009511 AA000A00000ACCA
-900! -0S71 -53540
CMI! rff_059521 TOR7CACFA0A005
-6034
-0452 40410
CMII 0ff_579521 005TCACCA00000T
-0745 -5014 40035
F3 011_011343 ASSACACCATOACCA
-7003 -7300 -7044
F3 011_009743 OA000A00000ACCA
-0406
-6405 1437
Fr2 NT_039210 000TCAAOATOAAOT 4700 907 859
F80 011_039212 TOOTAACTATSA000 1690 3303 3235
CMI? 737_033049 000TCAAA0000CCC 2413 1917 1062
CR3 0ff_033333 ASATCAARCTOACCT
-7500 -7003 -7479
Fr10 037_037674 050000CA000ACCT 2(35 0905 (105
Fr5 NT_000037 A0000A0AOTOACAA
-110 -143 -3229
Fff 0ff_003445 ASOTAARCAC0A000
-5100 -0237 -0510
Fr2 NT_031233 005700U030T000 012 III 06
Fr2 111_039215 AIRTCO1111OWCC 021 III 16
Fr2 111_099205 AGGTCSOTCT0WCC 622 720 06
Fr1 IFS_033235 00030ACA500T000
-7S1 -700 -970
CM!0 IFS_039500 005000601100000 (10 101 71
OMIS 711_100003 00000A00CTOA000 031 435 057
FrIS 011_009700 00000AA0050A007 060 669 590
CMX 1ff_039600 0000022000020CC 2530 1033 930
CMX NT_009948 2100022357022CC 2905 1530 536
003 IV_039340 A0OTCA0CACOT000 902 763 207
CMI? 1ff_030049 A0GTOAT1100A000 014 614 604
Fr07 NT_039049 AOOCRAT11CGACCC 924 614 624
Fr17 611_039049 AOG3OAT11CGACCC 674 634 674
F4 0ff_039150 AOOTAO0TCTOA000 5769 -0054 -7446
Fr7 NT_037401 000TÇA000T0AOCT 008 105 356
F4 Off_039266 AGAT0000000A000
-0303 -0303 530)
006 416 400
002 001 706
3522 1201 531
411 III III
21 50 51
436 565 524
331 021 322
749 705 743
10349 (III (020
3350 1(52 0(52
1511 1452 0431
1000 0157 1102
340 053 041
1742 1766 (76!
163 747 747
1625 1301 1S41
177 1116 1740
0326 1199 0375
37 163 06
1795 1700 0793
MI 071 3550
(6014 III 16716
(72 137 III
917 670 669
2420 1616 1619
525 10 21
20! 71 01
1942 1074 1013
590 2 0
1513 1r67 1133
002 1040 7949
5165 1105 4S74
2965 405 0305
174 653 0275
6569 6511 990
371 167 0506
250 34 4
542 37! IV
50 794 700
505 493 034
1039 1071 020
1450 0007 0441
1501 0041 1591
216 50 0
1207 1237 9000
1089 503 6963
7110 7906 1009
III 171 371
1074 55 04
40 10 174
007 254 530
1195 1756 (512
(074 1004 1000
1020 1091 1051
1534 16M 097
lIS? 1601 0029
SOl 770 037
lIS! 1901 1037
(0430 (054 1856
19411 0040 1042
1673 1017 ISIS
61 49 77
(921 (903 0904
573 501 1041
1030 0068 1903
1751 1690 1361
209 165 205
(341 1142 7310
050 500 4910
432 455 353
1550 30 III
1073 1150 1102
072 934 0300
40 95 11041
60 245 61
OIS rOI 963
0ff 505 (490
300 031 1974
2(3 (00 1537
2760 2605 092
1653 1791 1017
509 3211 2274
III? 1367 0311
131 10 19
450 010 423
190 (36 134
0106 155 1111
601 909 974
023 410 453
976 10 0
III 613 505
1419 0411 lOI
156 578 499
671 160 764
403 0000 III?
III? 2200 661
3? 04 1003
630 093 110
500 500 21
350 5!? 21
555 030 1!
150! 1706 2371
670 679 9
0510 1370 IlS
105
Table Supplémentaire 1-suite
1997! 193 195 229TC97I 914 974 940791611 6(9 1345 559701611 319 419 019TCLIA 1934 699 1606713932 III? 147 3029Te 160 550 425Te 649 547 355
766927 1142 1109 1152311K’ 1455 10 113776920 3 55 0
SlIPS 1422 544 5617993 372 34 69399.2 2030 705 633
T3F32 400 34 1073714602 0391 0100 03479491 III 2137 102
11491 III 2137 222075491 551 2113 0021,595 511 2110 2320715.710101 576 7153 5790330AP 462 30 1032716.59 357 54 1154
TIPI 17114 2515 3435
TIPI 19714 334 7791393X1 1303 1534 517
334 1351 1340
714990131 734 932 157333467399619333 1230 1231 121771996199 13166 3042 665
77991 426 405 41111791 19 19 14
3953 511 517 75193953301 353 1505 13452
7173 446 1514 16
SF11 357 140 411
3703 471 64 327
39543 242 210 371
I 1523 1547 1422SF261 1127 1325 142176693 694 950 15450
79.5925 611 733 712
763X1 2101 7138 203279.13411 1776 1159 1691IRIMII 759 601 5V7103434 13753 1955 52634SR26CO 11551 916 54157
7616441 11341 7144 794SF19431 6553 431 324372741 31236 07 17621
269342 1717 13V 1631
769513 1943 1914 192577116 42 3354 439
7771 2419 2222 5457)76932 4413 1162 34237399.932 4973 1152 1393492695 040 815 9057786262 279 40 209674 MI 703 160
UOLS 309 3555 1556938941 1318 1071 133337w 974 3540 316571111114 232 202 19499421.5 775 365 3431991 3616 2343 1119
1911F 319 319 31619914 916 4344 419393992 560 1329 1214
19921 IlS 1943 1599927 2244 1400 34343611 845 902 636F06941 1474 1970 907F1601 040 1167 27190.733931 1106 1663 073F941231 1634 1634 14119626 340 2332 171334391 III 94 9539911136 153 156 43999071.6 43593 199 294957434 985 173 1339,7414 1053 163 IIIFAn 549 520 31406970 3373 3116 36377719142 5 30 128299142 440 416 11822432144 5514 2331 46770111A4 4133 1572 197
0h45 NT72774I ATGTCACA3TGACCA 2921 .9927 -0176 Tel! 0313 391_039492 T33TCAÇTCT3ACAT .0732
-8132 -7951
0745 lIT_125741 AG3TCAOTCTCA000 1365 375 1106 Tc91 03410 741_030492 AGGCCA00303A000 III 391 III
ObrI I 611033703 AGGTCACA3TIACAC
-342 -4604 -5215 Targl 03411 1ff_039424 3GGTCAG71T3AACT
-3260
-2207 4657
CRI I 147_033903 AG3TCAOA3T3ACAC
-512 -642
-2496 16715 00411 141_03’654 633106333137003
-1161 -1051 -3437
06,14 lIT 526437330TC907363A00T
-3261 -3394 -3429 lAI 08422 7.703955333330AT3713A0T0
-5273 -5713 -5333
06,19 NT_011109 937709010039007 2070 2910 566 T72 03,7 571_333423 633739309166000 3177 3657 3611
0734 NT_016354 997109103139001 2133 2533 1076 T, 0643 141039228 731106303139001 1533 1333 1531
0944 NT_1163M 99770A30333A00T 2033 2433 0775 06ir 06,3 153_039252 131309303139011 1414 1423 1432
05,06 007324797 033109399709001
-515 -416 -754 0603p 06x3 191_039367 333009301133001 524 493 455
0735 1ff_003413 333709099139079
-942 -III -1141 7x4x1 0694 153_059263 33130609.6136039 315 -931 -971
06,20 147_011363 T33T0A003T0A000 147 74
-92 196911 06,2 1ff_039211 1073706006336000 153 129 -92
06x13 1ff_027147 933706613133009 4324 -4352
-3653 1601 036 717_039455 033009666336016
-3007 -4016 4072
06,31 Pff_313177 393106709736007 4917 4315 -4313 173 03x17 NT_039549 573106301036001
-4349 -4349 4374
06x7 NT_053933 666100003196000
-3574 -3907 -3934 1x72 066 lIT_039371 A66T0A3T3T33003 -4702
-4702 4757
06x1 713077937 636006066136090 4370 -5011 -7992 Tg93 06x1 NT_039I19 310306133136000 -5950
-4050 3053
06x5 3ff_071024 636109963709006
-7422 -7422 -7432 036x2 01x11 NT_039641 AGGTOA3T3TGATOT -40V 3242 -6917
03x11 1ff_033339 666106330136607 3370 2606 347 76y1 06x9 I-53_039473 667706600166000 1259 747 749
06x11 617031392 666109660199601 3970 2516 -1571 Shyl 06x9 NO_439473 5671793007775000 3269 749 749
06x1 I 111_332219 336396630T6A60T 3679 2912 647 36y1 0344 617_631473 56130A300035000 3359 749 749
03x11 1ff_031633 366706350766601 3570 2912
-1571 56y1 0h44 NT_030473 667106600766000 3209 749 740
06x12 NT 029419 A3630A66030AC0A
-1039 -1039
-16252 Txx9xxx 06x11 1ff 039302 666309107065601
-3517
-0626 -17452
03x1 I 1ff_033793 133179936339001
-1606 -7090
-176ff Txnp 066 147039472 993309707339009
-7404 -7621 -16319
03x11 1ff_033399 666116677366000 -7753
-7)67 -13553 I4 0h44 1ff_039472 66630AT07T6A009
-7404 .7631 -16119
06x19 1ff_111235 666T0AT63T66000 27150 619 439 73 0x13 141_039395 660109660166000 3244 3691 4606
06x19 6ff_311331 966706066766007 23223 3191 3191 Ip3 09460 NT_639496 64CTCA6AOT6A000 3244 2997 4693
06x11 1ff_030309 036109660166700 5003 -5605 -6042 73x1 06x19 113731692 666006660066003
-7156 -7359 -7399
06x12 NT_319547 606107736105001 7310 -7439 -7543 Tmpo 01x10 NT_037573 OT6T0AO0TT6AOOT
-7364 -6091 -6333
06x22 NT_011520 666606T0776A000 1037 1067 16770764 Txxpxx6-pxx±xg 0113 lIT_039621 A667060T0T06006 303 155 -2932
06x17 NT_017716 A66T0666076A007 4357 4550 4537 7x7x1136 0111 NT_039520 666706600166006 3327 3320 3323
01x1 1ff_023054 A6TT0M6AT6AOOT
-2149 -2943 -3511 396x19 0644 1ff_039253 136309333133000 10936 194 4346
0112 NT_005403 A66T0A779T60006
-6701 -6909
-6913 Txpl 03x1 041_039170 016106601366000
-7294 -7315 -7324
07x2 Pff_005403 666T0A663T6A0T0 4097 4075 4772 7791 03x1 1ff_039170 933709300133001 4117 4795 4026
03x17 111117716 A66TOGST0T6TOOT
-1523 -1329 -12534 1633 01x11 Pff_339523 76660A607766000 -3347 -3346 -1957
03x16 Pff_317194 933009300736006
-2590 -3193 -33763 Tx3339I 03x2 311039237 T63A0A77136A007 -4095 4095 3175
0117 NT_071299 761166600306007 1676 620 730 TpPg 0344 1ff_319373 366366000765000 2324 2324 754
03x12 5ff_000759 666306600166001 2571 2269 2122 Sff 0344 147_031369 366706160766000 2321 2321 1731
03x02 NT_946779 A76307700367003 2576 2069 2142 Ipx 034 1ff_033131 366T0A6TATGAOW 2105 2105 1115
02x1 6ff_094661 666T066T6T6600T 2419 1377 1393 33 03x3 1ff 019254 636306060339001 2651 1635 1635
03x16 1ff_337307 666306066060003
-3036 -3691 -3192 662p6 09x17 7ff_033649 AGGTO%00036600T
-2111-2344 -2270
03x16 611_377167 611106063000003
-3737 -1633-3142 694W 0167 NT_639549 A3370900076600T
-3110 .2244 371303x19 6ff_021437639T0500036A00A
-7549 -7549 -103272 3x0 0112 Iff_7393319637666T713A007
-6613
-6753 -24622
05x6 NT_036936 166705100336500
-1316 -6393 -0470 l6ll032PI7391k 0x15 Pff_739521 663776616166003
-9127 -9127 -0192
06x3 NT 003023 163100056136000
-1374
-6157 -6169 Tmxl 039 NT_039376 56670666066A000
-5369 -5369 -51S7
06x1 NT 034559 606306007131000 -7136 -7163
-6016 Trnxll 0111 NT_039520 A66T0AT00T6000A
-5970 -6093 3120
01x1 NT_093551 A66T0A600T3000T
-5171 -5196
-54S1 19x111 0x11 NT_139526 A7770A30077000A .5954 -6009 3639
06x5 Pff_054174 763T0666636A0A0 7639 -696
-5357 16x27 01x17 1ff_031751 AG300AOTU3AO0A
-2161
-3651 -39163
0944 6ff_093814 506T09A7636A0A0 7999 595 -6359 1x965 01x17 NT_739573 566006013766006
-2672 -2572 32516
06ff 1ff 371471 663103763736600
-3315 -31S7
-3167 TxxxSl 03x11 NT_739327 A66TAAA0TTGAOO7 7925 311 1377
06ff 1ff 00431 T6670A690336307 7781 2643 2622 3x961 03x11 NT_019320 363106730366009 11570 1413 1433
03x15 NT_010193 636106333136600 437 437 -3212P Txpxxl 03x3 NT_039426 6330060367776000 30101 -593 -14313
03x21 Pff_011315 6603077T636A00T 3790 3790 3545 79x3 03x15 I-71_039521 666706G60T60000 2413 3413 1714
03r11 NT 020311 656106660130003 9S6 976 939 19x1 06x7 1ff_039331 T6660A636T6A00T 7907 1174 2074
06x1 NT_019273 666T0A6013060AT
-3ff 4099 -4019 1±3 03x3 lIT_739239 636306660766007
-535 -515 3903
03x22 981_311520 060306600766003 4993 -55S9 -7357 31 01415 9ff_719521 166106010166000
-7323 -7165 -7133
0Ps22 1ff_011319 666305T00T3000T 5579 4695
-1113 T,xx72 0117 Pff_739624 666T0A136T6T005 3503 3S33 3555
01x22 1ff 011519 966T0630076000T 9571 4633 -14539 Txx63 0x15 1ff_331633 363306166T6T00A 3333 3353 -25573
03x22 111030166 A66T06096366600 3223 3017 3911 62.0 01x17 1ff_039649 6663A6360T6600T
-3937 3112 4012
0119 0ff 701413 66660A666T36007 993 757 564 63x2x2 064 NT_039209 A606C6666T6A000 715 715 544
01x6 7ff_720900 663306000366000 4339 4452 4452 3695 01x1 lIT_039708 366766660366000 3136 3737 3593
03x19 NT_011217 630106010366003 4476 3497 3697 3615 03x9 1ff_039372 06630T0A0T66000 3507
-5053 3433
03x15 NT_010093 333006630036000
-2467 -2417 -2497 1794,x1211 036 NT_019333 AGTIOA76TTGAO0A
-1159 -1416 -1454
03x17 1ff_117746 666706661006003 2554 16 39 6716 01x11 Pff_039521 666306666166100 3356 3333 3006
03x17 1ff 017791 666366660766007 4235 4233 4161 6xx1196 01111 NT_039320 T66T0A600T0000T 4033 4737 1973
03x19 1ff_011103 %66166076T66000
-3994
-3093 -5993 6p51a 03x7 NT_039317 766706160106070
-5509 -5609 -3702
0731 6ff_0936x5 666706600766006
-7163 -6923
-17393 6x13 06x1 393_771165 136706660706000
-5212
-6303 -9321
03x11 1ff_753253 666300005766600
-9776 -9671 -9177 3x61, 03x7 2ff_729323 A6O7CATOAT6000T
-6159 -1339 3763
03x16 Pff 717619 66030A0T6066007 24ff 2444 2291 69914 06x16 6ff_739674 6667066T756A70T 1759 -3930 -39-33
03x11 NT_031299 666T0AAT6360006 17021 -520 -715 6992 0344 1ff_039373 666606031366000 16441 501 SOI
06x1 147014671 T66TOATGTT6600T 3395 2451 323 69921 03x1 1ff_039113 666005606306006 2407 1473 1136
06x0 NT 793656 1693051677776007 2595 3451 1423 6ç21 03x1 1ff_031165 666106666760007 4553 3351 3631
03x17 517310733 666706000166037
-3629 -0537 -3742 661 01411 7ff 039331 666306000366066 -2704
-7154 -2993
07x1 1ff_022052 36630ATAA366700
-1650 -1551 -IffI P1xxI 06x3 1ff_039240 TA6T0A3A6777A000
-3332 -3621 -3693
06ff NT 334772 666T060T30AA00T 4616 -3339 -16139 V5ax1 0x11 lIT_339323 AA0T0600076600A
-3370
-3323 -17010
03x19 NT_011295 A66T000TGTOA000 4633 -4195
-4959 Vmxll-pxs,xg 0344 NT_019377 666776001366000
-3933 -5733 -6932
03x19 9ff 011293 666T0A0A6T60000 964 699 133 91x671-9x112x5 036 Pff_039377 766706000369006 2670 1963 1795
06x1 1ff_717193 666T09660666007
-7271 -6603 -1641 99x20 09x15 Pff_039621 660006660366007
-6221 -6271 -7123
06x2 NT 022104 466606000766000 4297 4153 4733 W6p1 036 143_039353 666T0A66136000T 4159 4019 3907
03x12 NT 029319 66GTOAA6ATGATOT 3215 3213 1934 94x1136 01x13 NT_039621 A667T6T66T66000 3373 3377 2332
06x1 6ff 019273 T66T06T60706067 32535 -9373
-9359 94x133 03x3 NT_039239 666T06%6T66%009
-9193 -9359 -9313
06x1 6ff_093510 766005064366003 2257 1247 1233 94x14 0344 137_031266 560706136166005 1273 1139 1393
06x1 1ff_015610 6663776070706000 2312 1299 1235 9414.4 0344 NT_626394 A66T04716376004 1295 1136 1194
0x112 1ff_029319 A66T06670765000 3113 3361 3341 VaS 0x12 1ff_039621 A66T763T076A000 2544 2332 2702
06x2 9ff_022171 966300370766006 4333 4375
-71M 0ap70 03x1 1ff_039170 666T06T60T6A00T 1242 11ff -7711
06x2 1ff_035403 66630T00036A006
-2251 -2933 -5454 0I42 03x1 693_033176 66630366013600G
-2235
-2763 4721
06x3 NT_179313 066307060369006
-2351 -3947
-5493 01p142 03x1 NT_031173 06670607336A06A
-1672 -1929 4272
03x12 NT_729319 666T0500606600T
-2554 -7771 -13135 Ox6xlaS 0x27 1ff 723532 5667066T036560T 6270 9329 10191
03x12 NT 029319 366705660T6660T
-2516 -9939 -9997 1x7134 05x10 1ff_739302 966606000T66001 -7269 -5449
-9233
106
Chapitre 6: Mechanismes of Gene Regulation by
Estrogen Receptor Alpha in Breast Cancer Ceils
Véronique Bourdeau1, Julie Deschênes’, David Laperrière’, Malika Aid’, John H. White2
and Sylvie Mader{2*
§ These authors contributed equally to this manuscript
Article soumis Nucleic AcidResearch
À titre de co-premier auteure, j’ai réalisé le microarrays et les différentes expériences
biologiques en collaboration étroite avec Dr Bourdeau. J’ai également participé à la
rédaction du manuscrit, plus particulièrement dans le montage des figures et dans ses
révisions.
107
1 Institute for Research in Immunology and Cancer and Biochemistry Department,
Université de Montréal, C.P. 6128 Succursale Centre Ville, Montréal QC H3C 3J7 Canada.
2 Departments of Physiology and Medicine, McGill University, Montréal, QC H3A 1A4
Canada.
* To whom correspondence should be addressed at: Institute for Research in Immunology
and Cancer, Faculté de Médecine, Université de Montréal, C.P.6128 Succursale Centre
Ville, Montréal Qc H3C 3J7 Canada. Tel: 514-3437166, Fax: 514-3436843, E-mail:
ABSTRACT
Estrogen receptors (ERs), which mediate the proliferative action of estrogens in
breast cancer ceils, are ligand-dependent transcription factors that regulate expression of
their primary target genes through several mechanisms. In addition to direct binding to
cognate DNA sequences, ERs can be recruited to DNA through other transcription factors
(tethering), or affect gene transcription through modulation of signaling cascades by non
genomic mechanisms of action. b better characterize the mechanisms of gene regulation
by estrogens, we have identified more than 700 putative primary and more than 1500
putative secondary target genes of estradiol in MCF7 ceils through microarray analysis
performed in the presence or absence of the translation inhibitor cycloheximide. Although
siRNA-mediated inhibition of ERa expression antagonized the effects of estradiol on up
and down-regulated primary target genes, estrogen response elements (EREs) were
enriched oniy in the vicinity of up-regulated genes. Binding sites for several other
transcription factors, including proteins known to tether ERa, were enriched in up- andlor
down-regulated primary targets. Secondary estrogen targets were particularly enriched in
sites for E2F family members, several of which were transcriptionally regulated by
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estradiol, consistent with a major role of these factors in mediating the effects of
estrogens on gene expression and cellular growth.
INTRODUCTION
The pleiotropic effects of estrogens in its numerous target tissues, including the
reproductive, skeletal, cardiovascular and central nervous systems (l-5) are mediated in
large part via ERs (6), which are members of the superfamily of nuclear receptors and
function as hormone-dependent transcription factors (7-9). ERs bind DNA directly through
their central, conserved DNA binding domains composed of two zinc fingers of the C4 type
(10,11). Cognate DNA binding motifs, also called esfrogen response elements (EREs), have
been characterized in estrogen responsive promoters (12-15). Consensus EREs derived by
compiling natural response elements are 15 bp palindromes of PuGGTCA motifs and
correspond to the highest affinity binding sites for ERs in vitro (16,17). However, natural
response elcments ofien deviate from the consensus at one or several positions (14,15).
Both estrogen receptors share simiÏar in vitro DNA binding pattems (18), but their
transcriptional activation properties differ (6,19,20), possibly due to differentiaÏ recruitment
of transcriptional coactivator complexes responsible for histone acetylation, chromatin
remodeling, and enhanced recruitment of the basal transcription machineiy (2 1-27). ERa is
thought to mediate the proliferative effects of estrogens in breast cancer cells. Indeed, its
expression is preserved or increased in two thirds of breast tumors, correlating with
sensitivity of tumors to antiestrogenic treatment (3-5). On the other hand, the expression of
ERf3, which was reported to play a role in terminal differentiation of breast epithelial cells
(28), appears to be reduced during tumorigenesis (29,30).
In addition to mediating gene regulation through direct binding to DNA, ERs can
regulate gene expression through protein-protein interaction with other transcription
factors. Several transcription factors were shown to mediate positive or negative
transcriptional regulation by ERs in the absence of EREs, including APi, Spi, NFKB
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(15,31-33). In addition, interference between estrogen signaling and other intraceliular
signaling pathways including the MAPK and PI3K pathways have been widely reported
and may resuit from interactions betwecn ERs and components of these signaling cascades
(15,34-38). Finally, it lias recently been suggested that estrogens may act also through a
membrane receptor member ofthe GPCR family, GPR3O, although the importance ofthese
receptors in breast tumorigenesis remains to be established (39-43).
Better understanding of the mechanisms of action of estrogens in breast
tumorigenesis necessitates large-scale identification of estrogen target genes and
comprehensive analysis of the mechanisms of target gene regulation to asscss the
contribution of different regulatory mechanisms and specific targets to the proliferative
effects of estrogens. Genome-wide microarray analysis of estradiol (F2) target genes lias
been performed in ERa-positive breast cancer ccli unes such as MCF7, T47D and ZR75
celis, leading to the identification of a large number of target genes (44—50). It is however
not aiways clear to which degree target identification is affected by ceil culture conditions,
choice of microanay platform and statistical analysis tools. In addition, few studies have
used conditions that distinguisli between primary and secondary target genes. This may
explain why enrichment in EREs in estrogen target genes identified through microarray
analysis was not reported in most studies. On the other hand, the promoter regions of 89 F2
target genes rcguiated in the presence of CHX in T47D werc found enriched in EREs (46).
However, the number of identified primary E2 target genes in that study remains low and
the question of how far from the transcriptional start sites of primary target genes
enrichment in EREs can be obscrved remains open given the relatively nanow window
uscd in this smdy. Higli-affinity EREs located distally from the start sites of estrogen target
genes are functional ER-binding sites in chromatin immunoprecipitation (CliP)
experiments (50,51). Atthough the roie of ERs bound to distal sites in transcriptionai
regulation remains to be systematically analyzed, chromatin conformation capture assays
reveaied that ERa-bound chromatin regions can act at large distances from reguiated genes
(48,52). In addition to EREs, binding sites for several other transcription factors were
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enriched in ERa-bound ChIP fragments, suggesting roles for these factors in ERa
tethering (48).
In order to beffer study the mechanisms of target gene regulation by estrogens, we
aimed to discriminate between primary and secondary E2 target genes in MCF7 celis
through microarray analysis of gene expression patterns in response to E2 either in the
presence or the absence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide. We verified the
validity of this approach by demonstrating enrichment in EREs in primary, but not
secondary up-regulated genes, and identified other transcription factors involved in the
regulation of primary and/or secondary estrogen targets. Our resuits are discussed in the
context ofprevious studies based on large-scale microarray analysis or genome-wide ChIP-
on-chip mapping of ERa-associated chromatin regions.
MATERIALS AM METHODS
Ccli culture and treatments
MCf-7 breast carcinoma ceils were maintained in ct-minimal Eagle’s medium ta
MEM) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (F3S)
(Sigma-Aldrich, Oakville, On, Canada). Three days before experiments, celis were
switched to phenol red-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Wisent)
containing 10% charcoal-treated FBS, 1% sodium pyruvate (Wisent), 1%
penicillinlstreptomycin (Wisent) and 1% L-glutamine (Wisent). Ceils were seeded in 10 cm
plates at a density such that near-confluency is obtained at the end of the treatnient. The day
before hormonal stimulation, the medium was changed to phenol red-free DMEM
supplemented with 0,5% charcoal-treated FBS. Pre-treatments with cycloheximide (10
ig/ml, Sigma) were initiated 1 h before hormonal treatment with 1 73-esfradiol (E2, 25 nM,
Sigma), ICI 182,780 (ICI, 100 nM) or vehicle (0.1% ethanol) for variable periods oftime as
indicated in figure legends. Selected siGenome siRNAs (Dharmacon, Chicago, IL, USA)
were transfected using siLentFect lipid reagent according to the instruction of the
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manufacturer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Medium was changed 24 h
afier transfection with ftesh phenol red-free DMEM supplemented with 0.5% charcoal
treated FBS and hormonal treatments were initiated 48 h after transfection. Cells were
harvested 24 h afier (i.e. 72 h after siRNA transfection).
Western analysis
Whole celi extracts were prepared as described previously (53) using antibodies
directed against ERa (mouse monoclonal BIO antibody, a kind gift from Prof. P.
Chambon) or against (3-actin mouse monoclonal antibody (AC-15, Sigma Diagnostics).
Growth assays
MCF7 breast cancer celis were seeded to low density and treated every two to three
days with vehicle (O), 17f3-estradiol (E2, 25 nM) or ICI 182-720 (ICI, 100 mM) in 5%
charcoal-stripped FBS. Protein concentrations were measured after fine days as previously
described (54). When siRNA were used, ceils where re-plated 24 h after fransfection to low
density and treated twice over a 5-day period with vehicle (O), 173-estradiol (E2, 25 nM) or
ICI 182-720 (ICI, 100 nM) prior to quantification of total protein concentrations.
Experiments shown are representative of two to three independent experiments performed
with duplicate samples.
Celi cycle analysis
MCF7 celis were transfected as previously described. After 24 h, medium was
changed for phenol-red free DMEM supplemented with 0.5% charcoal-treated FBS and 24
h later, stimulated with either vehicle (0, 0.1% ethanol) or estradiol (E2, 25 nM) for a last
24 h. Celi cycle values were obtained after ethanol fixation and propidium iodide staining
followed by data acquisition on a FACS “BD LSR II” and analysis using the Modfit LT
ccli cycle software. Experiments were performed at least twice with duplicate samples.
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RNA purification and UNA microarrays
After compietion of hormonal treatments, medium was completely removed and
ceils were collected in 1 ml of TRI-Reagent (Sigma). Total RNA was extracted as
recommended by the manufacturer and fiirther purified with RNeasy MinElute Cleanup Kit
(QIAgen, Mississauga, On, Canada). cDNA synthesis from total RNA, labeling and
hybridization to Affymetrix HG-U133 2.0 Plus gene chips were performed at the Genome
Quebec and McGill University Innovation Center using standard protocols
(hffp://www.genomequebec.mcgill.ca/). Microarrays were analyzed with the affylmGUl
Bioconductor package (55) after normalization ofprobe-level data with RIVIA (56). Genes
deemed significantly regulated were those with ?1.4 folU change between vehicle and E2
treatments, average iog2-expression levels greater than 5 across ail samples (A-value) and a
p-value for moderated t-statistics smaiÏer than 0.01. Regulated genes were ranked according
to fold*A*(1 - p-value).
Screening for transcription factor binding sites
The reference human genome sequences (hgl7, May 2004) were downloaded from
the UCSC Genome Browser database (57). Genomic sequences in 10 kb windows centered
around the Transcription Start Sites (TSS) of ail annotated gene in the RefSeq Genes track
(58) were exfracted from the genome. These sequences were screened with 299 matrices for
transcription factor binding sites using a base score cut-off of 65% and 5% increments. The
program used for screening implements the formulas described by Wasserman and
Sandelin (59); other programs developed for genome-wide screen of nuclear receptor
response elements (5 1,60,61) were used to calculate the distance from the TSS and identify
binding sites within transposable eiements or regions bound in ChIP-on-chip experiments.
The majority of matrices used was from the public version of TRANSfAC (62) or
represented variation of TRANSFAC matrices (i.e. E2F matrix M005 16 where only the
portion matching TTTSGCGC was used). Selected matrices were compiled from the
literature inciuding matrices for estrogen response elements (5 1,63,64) and RXRIRAR (65).
Searches were also performed with the same sequences from which transposable elements
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were removed, or with only sequences present in conserved regions, as described in the
“PhastCons Conserved Elements” track from the UCSC (66), within the same 10 kb
windows. For each transcription factor, four cutoffs were chosen with frequencies in ail
gene promoters closest to those of EREs (70%: 0.32 ERE/gene, 75%: 0.16 ERE/gene, 80%:
0.06 ERE/gene, 85%: 0.02 ERE/gene). Cutoffs were required to be between 2 sites/gene
and 0.01 site/gene to avoid overly abundant sites or rare sites. Z-scores and p-values were
determined for each of the selected cutoffs to assess the statistical significance of the
observed enrichment in promoters of regulated genes on the microarray versus those of ail
annotated genes. The Z-score and p-values were calculated with the oPOSSUM peri
application programming interface (API) using the cutoff recommended by the authors
(67). The ERa ChIP-on-chip dataset (50) was downloaded from the Brown Lab website
(http://research.dfci.harvard.edu/brownlab/datasets/index.php) and the E2F 1 ChIP-on-chip
dataset (6$) was downloaded from the NCBI (GSE5 175).
Gene expression quantification
Total RNAs were extracted as described above and aliquots of 2 tg were reverse
transcribed using the RevertAid H first minus strand cDNA synthesis kit (MBI Fermentas,
Burlington, On, Canada) as recommended by the manufacturer. Reverse transcription
products were diluted 10 times in pure water prior to real-time quantitative PCR. Gene
expression levels were determined using primer and probe sets from the Universal Probe
Library (https://www.roche-applied-science.com). PCR reactions were performed in 384
weil plates using 2 i1 of cDNA sample, 5 jil of TaqMan PCR Master Mix (Applied
Biosystems, CA), 2 jiM of each primer (sequences available upon request) and 1 jiM of the
Universal TaqMan probe in a total volume of 10 d.
The ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) was used to
detect amplification leveis and was programmed for an initial step at 95°C for 10 mm,
followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute at 60°C. Ah reactions were run
in duplicates or triplicates and average values were calculated. Quantification was
performed with at least two independent experiments. The house keeping RPLPO
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(ribosomal protein, large, P0) gene was used as endogenous control. Relative
expression levels of target genes and standard deviation values were determined using the
AACT method.
Chromatin immunoprecipitafion
For chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays, chromatin was cross-linked by
treating celis with 1.5% formaldehyde for 10 min at room temperature and fragmented by
sonication as previously reported (51,52), yielding fragments ofaverage size approximately
400 bp. Immunoprecipitation were conducted as previously described (51,52). Antibodies
against a C-terminal epitope of hERa (SC-543) and against [3-actin (SC-$432) were
purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA, USA). Detailed
conditions for immunoprecipitation, PCR amplification and primer sequences (synthesized
by Sigma Genosis) used in ChIP assays are available upon request. Chromatin
immunoprecipitation experiments were performed twice with similar results. A
representative set of results is shown.
RESULTS
Identificatïon of primary target genes of estrogen receptor alpha in MCF7 ceils.
MCF7 cells are one of the most widely used ceil models to study estrogen signaling
as they are strongiy growth-stimulated by 17f3-estradiol (E2) in vitro (see Fig. lA) and in
xenograft experiments (69), and express high levels of estrogen receptor alpha (ERa).
Transfection of siRNAs directed against ERa, but not GAPDH or Luciferase, strongly
suppressed MCF7 ccli growth (f ig. lB), indicating that ERq expression levels are rate
limiting for growth of these ceils. In the absence ofE2, MCF7 ceils cultured in 0.5% semm
were mostly arrested in the GO-G 1 phase (>90%), while addition of E2 for 24 h augmented
significantly the proportion of celis in S phase (Fig. 1 C). On the other hand, transfection of
siRNAs against ERa reduced this proportion both under basal and induced conditions.
Thus, it is iikely that genes regulated by estrogens under these conditions include a large
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proportion of celi cycle regulated genes, some of which may flot be primarily regulated
by estrogens. In addition, E2 treatment leads to regulation of transcription factors, cofactors
and signaling proteins, which amplifies the genomic effects of estrogens, complicating the
analysis of binding sites in the regulatory sequences of target genes.
To identify primary estrogen target genes in MCf 7 cells, we performed treatments
with E2 for 24 h with or without pre-treatment of ceils with the protein synthesis inhibitor
cycloheximide (CHX). Gene expression patterns were analyzed using Affymetrix
GeneChips HG-U133 2.0 Plus chips representing over 47,000 human transcripts.
Differential expression was assessed as the ratio between the average of the four duplicates
in the presence of estrogen versus its absence, either in the presence of CHX or in its
absence. A eut-off of 1.4 was applied based on obseiwed regulation of known ER targets
such as TFF1 under these conditions. A total of 2144 significantly regulated genes were
identified and ranked according to their combined p-value, fold-regulation and intensity of
expression (please sec the lists ofthe top 100 genes regulated in the absence or presence of
CHX in Table 1). There was a significant overlap in regulated genes with other microarray
studies (440/1483 with Carroli et al., 2006 (50) and 361/961 with Rae et al., 2005 (70); sec
Fig. 2A) and the large majority (>95%) of genes in thc overlapping sets were found to be
regulated similarly in pair-wise comparisons. This partial overlap may reftect differences in
experimental conditions (e.g. time oftreatment, culture medium), in the type ofmicroarrays
(Affymetrix U133A versus U133 Plus 2.0), andlor in filtering parameters. Note however
that the percentage of genes in common between the previous two studies is lower than
with ours, indicating that partial overlap is not due to a bias specific to our study. Only 128
target genes were identified as estrogen target genes in ah three studies.
Regulated genes included nearly equivalent numbers of up- and down-regulated
genes in the absence of CHX (85$ up-regulated and $3$ down-regulated gcnes, Fig. 2B),
but more than twice as many up- versus down-regulated genes in the presence of CHX (544
up-regulated and 236 down-regulated genes, Fig. 2B). Only 25 genes had opposite
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regulation in the absence or presence of CHX. The proportion of genes that were flot
identified as E2 targets in the two previous studies largc-scale studies in MCf 7 cells
(50,70) is similar for genes regulated in the absence (6$%) and in the presence (7 1%) of
CHX, indicating that treatment with the protein synthesis inhibitor is unlikely to account
for the partial overlap with these studies. Target gene regulation was confirmed using Q
PCR for 41 putative primary and 22 putative secondary target genes (supplementary Fig.
1).
Surprisingly, the overlap between genes regulated in the presence and absence of
CHX was only partial (35% for up-, 50% for down-regulated genes). This may be due to
several factors, including regulation below the cut-off andlor lack of detection of transcripts
in thc -CHX category, or suppression of negative feedback mechanisms on ER-mediated
gene expression by CHX treatment. In addition, we found that several well-known esfrogen
target genes were represented in the set regulated only in the presence of CHX, including
CCNDY, IGfBP4, C3 and MYC. Regulation by E2 of several genes in this category could
be detected at earlier times (peak around 8 h after E2 stimulation, Fig. 3B), and was also
observed in the presence of CHX, confirming their status as primary target genes. On the
other hand, CHX treatment did flot increase regulation of the immediate early FOS gene,
which has a peak of expression at 1 h post E2 treatment (Fig. 4A).
Representation of genes involved in ceil cycle control, including cyclins and other
ccli cycle regulators, is strikingly different in genes regulated in the absence or presence of
CHX (data flot shown). This correlates with the fact that CHX treatment lcd to loss of
progression into S phase (supplementary Fig. 2). Ihe group of genes whose induction by
E2 was reprcssed by CHX includes genes associated with the proliferation signature of
breast cancer cells, such as members of the E2F family of transcription factors (Fig. 4B), of
the celi division cycle (CDC) and minichromosome maintenance (MCM) gene families
(supplementary Fig. 1).
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ERa participates in both up- and down-regulation of gene expression, but EREs
are enriched only in the flanking sequences of up-regulated primary target genes.
The observation that depletion of ERa reduced MCF7 ceil growth both and
decreased the fraction of celis in S phase (Fig. lB-C and supplernentary Fig. 2) suggests
that primary E2 target genes mediating the proliferative action of this hormone are Ïikely
under regulation by ERa. To investigate whether ERa plays a similar role in the up- and
down-regulation of primary target genes, we selected a sample of 5 primary up- and 5
down-regulated target genes and assessed the effect of siRNA-mediated ERa depletion
(Fig. 5). Si-REAs directed against ERa markedly reduced levels of expression of the
receptor, and levels of cyclin Dl (CCND1) mRNAs (Fig. 5A-B). Modulation of both up
(Fig. 5C) or down-regulated (Fig. 5D) primary estrogen target genes was markedly
attenuated by depletion of ERa, but not of the GADPH or LUC controls, indicating that
expression levels of the receptor are a limiting factor for overali target gene regulation in
MCF7 celis. These resuits also suggest that overexpression of ERa during tumorigenesis
likely plays an important role in potentiating estrogen signaling, and that lower levels of
expression of ERa in some ccli unes may abrogate the regulation of the weakest target
genes.
The classical mechanism of action of ERa signaling involves direct binding to
cognate DNA sequences, the estrogen response elements, whose consensus sequence is a
palindrome of PuGGTCA motifs (13,16,17). Surprisingly, there was no difference in the
percentage of EREs identified between groups of up-, down-, or non-regulated genes in
ZR75 cells (47). On the other hand, enrichment in EREs was reported in the promoter
sequences of target genes identified in the presence of cycloheximide in T47D celis (46);
however the number of primary target genes identified was small ($9) and enrichment was
assessed only in a 3.5 kb window of regulatory sequences. Here, we compared ERE
frequencies in genes regulated in the presence andlor absence of the protein synthesis
inhibitor cycloheximide (CHX) in MCF7 celis. EREs werc identified at variable distances
from the franscriptional start sites of genes using a customized position weight matrix,
derived by compiling binding motifs from the literature and by symmetricai
complementation reflecting the palindromic nature of this site (Fig. 6A; note that this
matrix yieided higher enricliment in EREs than the TRANSFAC matrix in control datasets
corresponding to iists of genes with known EREs or ERa-bound ChIP fragments, data flot
shown). Windows of 20 kb centered on the transcriptionai start sites (TSS) of target genes
were used with different cut-offs corresponding to frequencies of sites in the genome
comprised between 0.1 and 2 sites per gene. This matrix detected a significant enrichment
in EREs within 20 kb of ftanking sequences in a test list of genes found to contain EREs in
a genome-wide search for high affinity EREs, compared to the whole genome (51). The
ratio between the number of sites detected in regulated genes versus ail genes in the
genome remained close to one at ah cut-offs when both up- and down-regulated genes were
considered together, but increased with higher cut-offs in up-reguiated genes whule it
decreased in down-reguiated genes (f ig. 6B). However statisticai significance (p<O.Ol and
Z score >10) was reached only at one point in total up-regulated genes in this window. On
the other hand, ERE enrichments in E2 target genes up-reguÏated in the presence of CHX
(+CHX group), but flot in its absence (-CHX group), were statistically signfficant. Further
subdivision of the +CHX group into only+CHX and —and+CHX indicated statisticahiy
significant enrichment in both the only+CHX group and the —and+CHX groups. No
enrichment was seen in the only-CHX group, consistent with the interpretation that most of
the genes in this group are secondary target genes. The observation that enrichment was
higher with higher cut-offs indicates that sequences doser to the consensus are more likely
to mediate transcriptionai regulation, suggesting a parallel between in vitro affinity and in
vivo binding.
Distribution of EREs in siiding 2.5 kb windows with 500 bp increments between
-
25 and +25 kb ofthe TSS indicates that enrichment of EREs (identified at a 75% eut-off) in
genes up-regulated in the presence of CHX can be observed within -20 to + 20 kb of the
TSS (Fig. 7A). On the other hand, no enrichment compared to the genornic distribution was
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observed when considering genes up-regulated in the absence of CHX (-CHX or only
CHX groups, Fig. 6B). Finaily, enrichment in EREs was higher when considering only
ERa-associated chromatin regions (50) found within a 20 kb window around the TSS of
different groups of rcgulated genes, but was stili not observed in the only-CHX group of
regulated genes (Fig. 6C). Together, these resuits validate the use of CHX to identif’
primary E2 target genes.
Surprisingiy, no enrichment but rather a statisticaily significant depietion in EREs
was observed in a 20 kb region around the TSS of genes repressed by estrogens (Fig. 6B,
F ig. 7B). We examined whether enrichment in EREs was observed in ERa-associated
chromatin regions (71) found near genes down-reguiated in the absence or presence of
CHX (Fig. 6C). No enrichment in ERE sequences was observed in the genes down
regulated either in the presence or the absence of CHX. This suggests that binding sites for
other transcription factors mediate the down-regulation of genes by E2 in the presence of
CHX (see aiso next section).
b test whether predicted EREs can bind ERa in vivo, selected regions containing
EREs identified using a 65% cut-off and present at +1- 25 kb ofthe TSS oftarget genes up
reguiated in the presence of CHX were ampiffied by PCR after ChIP. Binding of ERa was
observed on ail predicted elements with the exception of the ERE with 2 mismatches
present at +2.3 kb of the EGR3 TSS (Fig. 8). Only two of the fine validated elements (the
WISP2 -452 ERE and CAY2 -6 kb ERE) were detected previously in genome-scale ChIP
experiments (71). The intensity ofbinding to individual elements did not necessarily reflect
their degree of similarity to the consensus sequence, as one of the strongest sites bound (at
-452 bp of the WISP2 TSS, also observed in ref. (71)), diverges from the consensus ERE
by two mismatches. This may 5e due to the sequence context of the EREs, which is likely
to affect in vivo affinity through cooperativity with other transcription factors bound close
to the EREs. In addition, the occurrence of several EREs in the flanking regions ofprimary
target genes suggests potential cooperativity between EREs for DNA binding and
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transcriptional activation through formation of chromatin loops as described for the
GREBÏ gene (52).
Binding sites for other transcription factors are enriched in up- and down-regulated
primary estrogen target genes.
The lack of enrichment in EREs in down-regulated target genes suggests
transcriptional regulation via other mechanisms than ERa binding to EREs. Several
transcription factors have been reported to mediate indirect recruitment of ERa to DNA via
protein-protein interactions (see (15,3 1-33) for reviews). In addition, other transcription
factors may also mediate esfrogenic regulation via non-genomic mechanisms (15,34-3$).
Binding sites for transcription factors participating in either mechanism may be enriched in
the flanldng sequences of primary regulated genes, while only enrichment in tethering
transcription factors is expected in ERa-associated regions identified through ChIP.
To identify transcription factor binding sites enriched in either up- or down
regulated primary targets, we screened TRANSFAC matrices for >1.5 fold enrichment in
frequencies within 5 or 10 kb windows around the TSS of different classes of regulated
genes versus ail annotated genes. Due to the variable representation of different
transcription factor binding sites in low complexity regions, this analysis was performed
considering either whole genomic sequences, sequences without repeated elements or only
conserved sequences. Enrichments with Z scores higher than 10 and p-values lower than
0.01 for at least two different cut-offs ofthe same matrix were retained as significant. This
analysis was performed using either ail significantly regulated genes (Supplementary Table
1) or the top 100 regulated genes (Supplementary Table 2) in each category.
Binding sites enriched in primary up-regulated target genes (regulated in the
presence of CHX) included, in addition to EREs, sites for AHRIARNT, AP1, CCAAT box
factors, C/EBP homologous protein (CHOP), CHX1O homeobox factor, EGR factors, Maf,
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GCbox factors and ERE-like sequences with different arrangements of the motifs
(Supplementary Table 1 & 2). On the other hand, binding sites enriched in primary down
regulated genes include sites for the forkhead transcription factor FREAC3 (FOXC1),
CHX1O and PAX homeobox factors, EVI1, Ikaros and SRY transcription factors
(Supplementary Table 1 & 2).
E2F transcrïption factors are a major relay for transcriptional regulation by
estrogens of secondary target genes in MCF7 celis.
No enricliment of EREs was observed in genes regulated in the absence of CHX
only, consistent with their regulation by other transcription factors. Screemng of
TRANSFAC matrices indicated enrichment of E2F binding sites in up-regulated secondary
targets, as well as of sites for CCAAT box factors, CREB and Forkhead (HNF-3B)
transcription factors (Supplementary Tables 1 & 2). In addition, sites for APi, CREB,
C/EBP, CCAAT-box factors, forkhead factors (FOXA, fOXD3, FOXO4, HFH8), E2F,
GATA factors, GC-box factors, MAZR, and PAX factors were enrichcd in down-regulated
secondary target genes (Supplementary Tables 1 & 2).
Because secondary target genes are enriched in celI cycle-associated proteins, and
of the known role of E2F factors in regulation of ceil proliferation, we examined more
closely the possible contribution of these factors in the networks of gene regulation by
estrogens. Enrichment in E2F sites within a 5 kb window around transcriptional start sites
was strong in genes up-regulated in the absence of CHX (fig. 9A). It was also observed in
genes up-regulated in the presence of CHX, but not in the only+CHX group, suggesting
that the —and±CHX group of regulated genes was responsible for this over-representation.
A similar enrichment in secondary, but not primary target genes was observed when
restricting the analysis for each group to genes found to contain E2F binding sites in their
promoter in ChIP experiments, although enrichment in the -and+CHX group was flot
observed. Enrichment in down-regulated secondary genes was flot observed when
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considering ail regulated genes (Fig. 9, Suppiementary Table 1), but was detected in the
top 100 reguiated genes (Supplementary Table 2). Several E2f family members in addition
to E2F1 were regulated by E2, inciuding E2F2, 6, 7, and 8 (f ig. 4B), which may explain
the prevalence of the E2F signature in regulated secondary genes.
Genes down-regulated in the absence of CHX were enriched in binding sites for
NF-xB (Supplementary Table 1), consistent with the repressive role ofestrogens on NF-icB
signaling (15,33) although enrichment ofthese sites in the absence rather than the presence
of CHX was unexpected. Similarly, binding sites for GATA factors were enriched in down
regulated secondary target genes (Supplementary Table 2). Repression of GATA1
transcriptional activity by estrogens has been shown previousiy (72,73). More surprisingiy
in view of the reported stimulatory effects of estrogens on Spi- and APi- mediated
transcription, sites for these transcription factors were aiso found enriched in down
regulated secondary target genes (Suppiementary Tables i&2). These resuits suggest that
APi sites may be invoived in mediating gene repression as weli as activation (see above for
enrichment in up-reguiated primary target genes).
Unexpectedly, c-myc binding sites were flot found enriched in any of the target
gene categories, whether considering ail sequences, low complexity sequences or conserved
sequences. This is puzzling in view of the observation that induction or repression of MYC
expression recapitulates the effects of estrogen and antiestrogens, respectively, on the celi
cycle of ERa-positive breast cancer cells (74). However, comparison of E2 target genes
with those of Myc target genes (75) and with genes regulated by siRNA-mediated
suppression of MYC expression (76) indicates statisticaliy significant enrichment of c-myc
target genes in genes regulated by E2 (data flot shown). C-myc target genes were
distributed in different groups of regulation (up- versus down-, primary versus secondary),
which may explain the lack of significant enrichment in a specific group. Poor performance
of the TRANSFAC matrices in identifying c-myc binding sites could aiso play a role in the
absence of detected over-representation of these sites in estrogen target genes. It remains
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possible also that identification of E2 target genes at cartier time points may reveal a
higher enrichment in c-myc binding sites. 0f interest, TIAM1, a repressor of c-myc that
prevents its apoptotic effects (77), is also a primary estrogen target gene and may limit the
duration of the induction of some c-myc target genes.
Together, these data indicate that E2f is a major mediator of propagation of
estrogen signaling in MCF7 breast cancer ceils for both up- and down-regulated secondary
target genes, while APi may mediate mostly down-regulation of secondary target genes
and Myc may play a more restricted role or be needed at different times.
DISCUSSION
Microarray analyses of estrogen target genes have been performed previously in
various ERa positive ccli unes. However, only a limited number of genes has been found to
be commonly regulated so far (46,70). Although this may be due to intrinsic differences
between responses in these ceils (70), variability between studies may also take place due
to differences in ccli culture conditions, microarray platform and selection criteria for
significantly regulated genes. In this study, we chose to perform microarray analysis in
0.5% serum, to minimize unstimulated levels of celiular growth; other studies were
performed in 5% (45,50) or 10% serum (69,70). Our control was provided by celis treated
with vehicle for the same time as with E2, whereas other studies have compared induction
by E2 at different times witli the absence of treatment at time 0 (50,69,70). We used the
HG-U133 2.0 Plus GeneChips, whiie most other studies used anterior versions of
Affymetrix GeneChips (45,69,70). f inally, we used a combination of three parameters, i.e.
fotd-change, average expression levets and p-value, to rank regulated genes with set
minima for each parameter (sec Materiais and Methods). We identffied 2144 significantiy
regulated genes, ofwhich 17% to 21% overlapped with previous studies (50,70). As we did
not observe a higher overlap between sets of regulated genes described in other studies, we
124
speculate that the low overlap between studies resuits from a combination of differences
in experimental design and data analysis, rather than in the use of cycloheximide specffic to
our study.
While enrichment in different transcription factors has been reported in E2 targets in
different studies (47,69), only one study based on microarray analysis exclusively has
reported enriclirnent in EREs in the promoter sequences (-3 kb to + 0.5 kb) of 85 genes
identffied as primary targets based on lack of effect of cycloheximide on regulation. Here,
we identified 780 genes significantly regulated by E2 in the presence of CHX (544 up
regulated and 236 down-regulated genes). Overlap with genes regulated in the absence of
CHX was partial. This can be explained in part by the fact that regulation of several genes
found signfficantly modulated in the presence of CHX was also observed in its absence at
earlier times, but became non-significant at 24 h. Genes in this categoly may include Gi
phase-specific genes, as cycloheximide inhibited the increase in S phase induced by E2. In
addition, possible inhibition by cycloheximide of negative feed-back regulatory loops may
also resuit in increased gene regulation at 24 h.
Enrichment in EREs was observed only in genes up-regulated in the presence of
CHX, including both genes in the absence or presence of CHX and genes regulated in the
presence of CHX only. These observations validate the characterization of these genes as
primary E2 targets, and explain the lack of reported enrichment of EREs in previous
microarray studies that did flot discriminate between primary and secondary target genes.
Enrichment in EREs in genes up-regulated in the presence of CHX was detectable in a -
201+20 kb window centered on the TSS of regulated genes, consistent with a role of distal
EREs in franscriptional regulation.
Regulatory sequences of up-regulatcd primary target genes ofien contained several
EREs in a 20 kb window around the TSS. For instance, two fiinctional EREs were validated
in ChIP experiments in selected primary target genes (CDH26, WISP2, CAÏ2). 0f interest,
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only two of the EREs validated in ChIP assays were previously reported in genome
wide ChIP-on chip studies (50), likely due to the stringency uscd in this study to minimize
false positive rates. While no correlation between identity with the consensus sequence and
apparent strength of binding was observed for individual binding sites, general enricliment
in EREs were more pronounced for sequences doser to the consensus sequence, indicating
that sequences that are high-affinity binding sites in vitro have a higher statistical chance of
mediating E2 regulation in vivo. The presence of multiple EREs in the vicinity of regulated
genes may resuit in the formation of multiple chromatin loops associating these EREs and
the TSS ofregulated primary target genes as described in (52).
Surprisingly, genes down-regulated in the presence of CHX were flot enriched in
EREs. Rather, a statistically significant depletion in EREs was observed. We also observed
a lack of enrichment in EREs in ERa-bound chromatin regions located in the vicinity of
genes repressed by E2 in ref. (50). This may indicate that the presence of EREs in the
flanking regions of genes confers a likelihood of positive rather than negative regulation.
However, down-regulation of gene expression via binding of ERa to strategicalÏy
positioned EREs remains possible, as EREs are stili found, although less represented, in the
vicinity ofrepressed primary E2 target genes.
Binding sites for other transcription factors were enriched in primary up- and down
regulated genes. Binding sites enriched in down-regulatcd primary target genes have flot
before been associated with E2 action, but include two zinc finger transcription factors
participating in corepressor complexes, Evil (78) and Ikaros (IKZF1) (79). On the other
hand, binding sites enriched in up-regulated target genes include APi, which have been
previously demonstrated to mediate tethering of ERs. In addition, the ARNT gene encodes
a protein that forms a complex with the ligand-bound Ah receptor (AhR). Activated
AhR/Arnt was shown to act as a coactivator of estrogen receptor-mediated signaling, while
ERa-AHR-ARNT protein-protein interactions mediate estradiol-dependent transrepression
of dioxin-inducible gene transcription (80,81). Enrichment of ARNT sites in primary up
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regulated genes suggests that AHR-ARNT-ERa complexes may also mediate up
regulation of some primary estrogen target genes. Finally, EGR factors are, like APi
components JUN and FOS, immediate early genes activated by a variety of signaling
molecules (82,83). It is possible that these factors may contribute to gene regulation via
non-genomic activation by estrogen, as suggested before (84).
Sites enriched in primary target genes may mediate regulation cither tbrough
tethering of ERa or through non-genomic effects. Comparison with sites enriched in ERa
bound chromatin regions may help to discriminate between the two mechanisms, since ony
transcription factors mediating ERa recruitment via tethering should have sites within ChIP
fragments. Enrichment ofAPi, Maf, C/EBP, GATA and SOX binding sites in ERa-bound
chromatin regions may thus indicate recruitment of ERa to these sites. However, choice of
background datasets is more complicated in the case of ChIP-on-chip data, and may affect
site enricliment. for instance, enrichment in Egr or Spi factors in ERa-associated ChIP
fragments was dependent on the choice of the reference background (promoter sequences
versus flanking sequences of ChIP regions, data flot shown). It shouid also be noted that,
since cooperativity between ERa-ERE complexes and transcription factors bound to the
same promoter may result in indirect association of ERa with these transcription factors
through chromatin looping, low-levels of enrichment of sites for a variety of transcription
factors may be expected in ERa-associated regions.
Several other Tfs were found enriched in secondary target genes. Surprisingly, Nf
KB, APi, GATA and Spi sites were ail enriched in secondary down-regulated genes. This
observation is consistent with the previous report that APi sites were present in ER
associated chromatin regions present close to genes repressed by E2 at late time points, this
regulation being dependent on the induction of a co-repressor component such as suggested
for the NRJP1 ERa co-repressor (50). It wilI be of interest to determine whether NRIP1
induction is also required for regulation of genes repressed by E2 and containing binding
sites for NF-icB, GATA or Spi sites.
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One of the most enriched binding sites in up-regulated secondary target genes is
that for E2F transcription factors. Enrichment in E2F binding sites is consistent with the
well-known role of this family of transcription factors in the control of ceil cycle, with
known targets including several minichromosome maintenance (MCM) genes, which are
essential for ccli cycling due to the function of their products as replication-licensing
factors ($5). Other common E2F and ER targets involved in ccli cycle regulation include
the CDC6 and CDC25A cdl division cycle genes, the PCNA and POLA2 genes, the
replication factor C subunit RFC4, the structural maintenance of chromosome 2 (SMC2)
and the protein regulator of cytokinesis one (PRC1) genes. Notably, we observed that flot
only E2F1, but also E2f2, E2F7 and E2f 8 transcription factors were up-regulated by F2
with similar kinetics. E2F7 and E2F8 can repress E2F-activated transcription (86,87). E2F6
is also an inhibitory E2F family member (88,89) that can repress c-Myc target genes (90),
but its induction was different from that of the other E2f factors, being more rapid and
declining in time. The different regulation pattem of this gene may be explained by the fact
that it is transcribed in the opposite direction from GREB 1, a primary E2 target gene
containing three consensus EREs in its flanking sequences. Additional studies will be
necessary to investigate the mechanisms of the transcriptional regulation of E2F family
members by E2, and their exact individuai roles in gene expression and ccli cycle
regulation by E2.
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FIGURE LEGENDS
FIGURE 1: Role of ERc in mediating the effect of estradiol in MCF7 breast cancer
ceils.
A) MCF7 breast cancer celis were treated every two days with vehicle (0), 1713-estradiol
(E2, 25 nM) or ICI 182,720 (ICI, 100 nM) and protein concentrations were measured afier
nine days. B) Proliferation assays of MCF7 transfected without (0) or with siRNA against
ERa, GAPDH or Luciferase. Treatments were initiated 24 h after transfection and protein
concentrations were measured 6 days post-transfcction. Inset: western blot analysis of ERa
and f3-actin expression levels in celis transfected with siRNAs directed against ERa or in
control celis (T: transfection control). C) Ceil cycle analysis performed with celis
transfected or not with siRNAs for 72 h and stimulated with vehicle or hormone during the
last 24 h.
FIGURE 2: Cycloheximide-sensitive and resistant E2 target genes in MCF7 breast
cancer celis.
A. Comparative analysis of regulated genes in different large-scale microanay studies. The
number of genes in common between this study and those described in refs (50) and (70) or
unique to each study is indicated. B. Identification of primaiy and secondary estrogen target
genes in MCF7 ceils. RNA samples were collected 24 h after treatment of MCF7 ceils with
vehicle or 1713-estradiol (25 nM). Ceils were pre-treated 1 h before E2 stimulation with
cycloheximide (CHX, 10 tg/ml). Microarray analysis was performed with four replicates
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for each condition (see Materiai & Methods). Numbers of genes significantiy regulated
(?1 .4 foid change between vehicle and E2 treatments. 5 amplitude of array signais across
ail conditions and 0.0l p-value based on moderated t-statistics) are indicated for each
category.
FIGURE 3: Expression of several genes induced only in the presence of CHX at 24 h
is regulated in its absence at earlier times.
Q-PCR analysis of the effects of E2 (25 nM) an&or CHX (10 tg/ml) as a function of time
on the expression levels of selected genes identified through microarray analysis. Data is
representative of at ieast two biological experiments. A) Pattern of expression of a gene
stabiy induced by estradiol. B) Pattems of expression of several genes induced only in the
presence of cycloheximide at 24 h in the microarray analysis.
FIGURE 4: Several transcription factors in the E2F family are primary target genes
of estradiol in MCf7 breast cancer celis
Q-PCR anaiysis of the effects of E2 (25 nM) andlor CHX (10 ig/ml) as a function of time
on F05 (A), an immediate early target gene, and of E2F transcription factors (B). Induction
of most E2Fs is deÏayed untii 6 h or more post-induction and sensitive to cycloheximide,
except that of E2F6 whose induction peaks at 2 h and is cycloheximide-resistant. This data
is representative of at Ieast two independent experiments.
FIGURE 5: Regulation by estradiol of both up- and down-regulated prÏmary target
genes is dependent on ERa.
SiRNA against ERa, GAPDH or Luciferase (LUC) were transientiy transfected in MCF7
celis 4$ h before stimulation with E2 for 24 h, and levels of expression of ERa (A) or of
CHX-insensitive (B) or sensitive (C) up-regulated or down-reguiated (D) primary target
genes were evaluated by quantitative RT-PCR.
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FIGURE 6: Estrogen response elements are enriched in the vicinity of primary up
regulated genes.
A) Position weight matrix used for identification of putative EREs in the vicinity of target
genes. The frequency of nucleotides at each position of the ERE in the matrix is shown. B)
Enrichment in EREs in a 20 kb window (+1- 10 kb) of the transcriptional start site of
estrogen target genes. C) Enrichment in EREs in ERa-bound chromatin regions in ref (71)
found within a 20 kb window of the reguiated genes identified in the current study. ChiP
regions were standardized to 1 kb on either side of the center of the ChIP region for this
analysis.
FIGURE 7: Distributïon of EREs in a 50 kb window around the TSS of estrogen
target genes.
A) Number of EREs per gene identified at a 75% cut-off rate using the matrix described in
Fig. 6 in a 2.5kb siiding window within 50 kb of genomic regions centered around the
transcriptional start sites of primary (+ CHX) or total (-CHX) up-reguÏated genes. B)
Number of EREs per gene identified at a 75% cut-off rate in a 2.5kb siiding window within
50 kb genomic regions centered around the transcriptional start sites ofprimary (+ CHX) or
total (-CHX) down-regulated genes. Note that ail described alternative TSS were
considered in this analysis.
FIGURE 8: Identification of functional EREs in the flanking regions of primary
target genes.
Chromatin immunoprecipitation was performed using primer pairs specific for selected
estrogen response elements (EREs) identified through bioinformatic screcns of the flanking
regions ofprimary E2 target genes. The ChIP assay was performed after 45 min stimulation
by vehicle (0), 17f3-estradiol (E2, 25 nM) or ICI 182,720 (ICI, 100 nM) against ERa or
non-specific control 3-actin. NTC: non-template control for PCR amplification. The
number of mismatches (m) with the consensus ERE is indicated for each element along
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with distances (bp) to the TSS. These resuits are representative of two independent
experiments.
FIGURE 9: E2F response elements are enriched in secondary up-regulated genes.
A) Relative frequencies in E2F binding sites within conserved regions in a 10 kb window
around the transcriptional start sites of regulated genes as a function of the cut-off rates
used for matrix-based identification of sites (see Material and Method). Enrichment is
observed in up-regulated secondary target genes (flot in the only+CHX category).
Enrichment in the +CHX group iikely reftects overlap with the —CHX group. B)
Enrichment of E2F sites in a 10 kb window around the transcriptional start sites of genes
regulated by E2 in the absence andlor presence of CHX in the cunent study and reported to
contain an E2f 1-bound chromatin region in their promoters in ref. (68).
TABLE 1: Top hundred genes regulated by E2 in the presence or absence of
cycloheximide.
Genes were ranked based on a combination of three parameters, fold-change between
vehicle and E2 treatments, amplitude of array signais across ail conditions and p-value
based on moderated t-statistics. Genes in bold are those found significantly regulated both
in the absence and presence of cycloheximide (CHX). Validated genes are those for which
regulation was observed in Q-PCR with at Ïeast two independent experiments (sec also Fig.
3-5 and supplementary f ig. 1; DNS, data flot shown).
SUPPLEMENTARY FIGURE 1: Validation of the estrogen regulation of selected
genes at 24 h stimulation.
Validation by Q-PCR analysis of the effects of E2 (25 nM) and/or CHX (10 tg/m1) at 24 h
on selected genes identified through microarray analysis. The data is representative of at
least two independent experiments. A, fold regulation in array analysis; P, fold regulation
in quantitative PCR analysis.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2: Estradiol-induced proliferation of MCF-7 breast
cancer ceils is blocked by cycloheximide.
Ceil cycle analysis was performed after a 24 hr treatment with vehicle (0) or 1 7f3-estradiol
(E2, 25 nM). Ceils were pre-treated with vehicle or CHX (10 tg/rn1) 1 hi before treatment.
FACS analysis of propidium iodide stained-MCF7 celis was performed as in figure 1.
SUPPLEMENTARY TABLE 1: Transcription factor binding sites enriched in a 5 or
10 kb window around the transcriptional start sites of significantly regulated genes.
TRANSFAC matrices were used to screen for enrichment in the different categories of
regulated genes with respect to their frequencies in ail genes in the human genome within 5
kb (within +1- 2.5 kb from the TSS) or 10 kb (within +1- 5 kb of the TSS). Only matrices
corresponding to sites enriched more than 1 .5-fold with at least two different cut-offs and
significant p-vaiues and Z scores were retained and shown.
SUPPLEMENTARY TABLE 2: Transcription factor binding sites enriched in a 5 or
10 kb wïndow around the transcriptional start sites of the top 100 regulated genes in
each category.
Screening with TRANSFAC matrices was performed as in supplementary Table 1, but
using the top 100 regulated genes instead of ail significantly regulated genes in each
category.
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Chapitre 7 : Regulation of GREB1 Transcription by
Estrogen Receptor Alpha Through a Multipartite
Enhancer Spread Over 20 KB of Upstream Flanking
Sequences
Julie Deschênes1, Véronique Bourdeau’, John H. White, and Sylvie Mader2
Articie accepté: Journal oJ Biological Chemist.iy, accelerated communication, JBC
published April 26, 2007 as doi:l0.1074/jbc.C700030200
À titre de co-premier auteure, j’ai mis au point les différentes techniques (ChIP, 3C, QPCR)
dans le laboratoire et réalisé la majorité des expériences en collaboration étroite avec Dr
Bourdeau. J’ai également participé à la rédaction du manuscrit et de sa correction
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ABSTRACT
Estrogen receptors activate transcription in part through direct interactions
with specific UNA motifs, called estrogen response elements (EREs). Here we show
that the strong and sustained induction of the gene regulated in breast cancer 1
(GREB1), a gene of unknown function that has been previously suggested to play a
role in the effects of estradiol on breast cancer ccli proliferation (Rae JM et al., 2005,
Breast Cancer Res Treat 92:141-9), is mediated by binding of estrogen receptor alpha
(ERa) to three consensus EREs spread over -20 kb of upstream flanking sequences.
In addition to ERa, coactivator SRC-3, acetylated histones and phosphorylated RNA
polymerase II (P-pou) were detected on ail three EREs in the presence of estrogen,
while basal recruitment of ERu and P-poil1 vas observed only on the proximal
element. Chromatin loops were formed between each ERE and the GREB1
transcriptional start site in the presence of estrogen, but not of a total antiestrogen.
Furthermore, estradiol induced physical association between EREs, suggesting that
these elements function as a potent multi-partite enhancer to regulate GREB1
transcription.
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INTRODUCTION
Estrogens are steroid hormones that have pÏeiotropic physiologicat actions in
numerous target tissues including the reproductive system (1-3), but also play an important
role in cancers, in particular breast cancer (4,5). Estrogens act through two receptors, ERa
and ERI3, members of the nuclear receptor superfamily of ligand-inducible transcription
factors (6,7). ERa is expressed or overexpressed in two thirds of breast tumors (8), and
blockade of estrogen signaling through antiestrogens, which are competitive inhibitors of
ERs, is an effective treatment of the majority of ERa-positive breast tumors (9,10).
Functional genomic approaches have led to the identification of a variety of estrogen target
genes in ERa-positive breast cancer ccli unes (11-17). Some estrogen target genes, such as
those encoding cyciin Dl (CCND1), c-myc (MYC), and E2F transcription factors have
been shown to mediate the proliferative effects of estrogen in breast cancer celi unes (18-
21). It has also been recently suggested that the gene regulated in breast cancer 1, GREB1
(22), whose function remains unknown, contributes to the growth-promoting effects of
estrogens in MCF7 ceils (23).
ERs can bind to specific DNA motifs, called estrogen response elements (EREs)
through a central conserved DNA binding domain (24). Consensus EREs, which were
defined by compiling natural response elements in estrogen-responsive genes and
correspond to the highest affinity binding site in vitro, are 15 bp-palindromes composed of
two PuGGTCA motifs spaced by 3 bps (25,26). Although most high-affinity EREs were
initially characterized in the proximal reguiatory sequences of target genes, recent studies
have indicated that elements binding ERa can be found at large distances from
transcriptional start sites (TSS). Our genome-wide mapping of high affinity EREs
combined with characterization of elements by chromatin immunoprecipitation identified
functional ERa binding sites up to 10 kb from TSS (27). In addition, genome-wide
mapping of chromatin fragments bound by ERa revealed sites located much further from
adjacent genes, and use of chromatin conformation capture assays showed that some of
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these elements can form chromatin loops with promoters located at distances of up to
100 kb (15,17). Often, ERa binds several chromatin regions within this range of distances
from the TSS of estrogen-regulated genes, raising the possibility of cooperativity between
widely separated enhancer units for transcriptional regulation of target genes. This may
resuit in the fonnation of multiple chromatin loops with the TSS ofthese target genes, and
possiMy between enhancers tliemselves.
GREB 1 stands out as an estrogen target gene because of the presence in its flanking
region of three consensus EREs spread over 20 kb of upstream sequences. We have
previously observed in vivo recmitment of ERa to the EREs present at -1.5 and -9.5 kb
(27). Here we address whether the three GREB1 consensus EREs are ftinctional enhancers
that cooperate for transcriptional induction of the GREB 1 gene by ERa, and present
evidence for a complex chromatin loop structure that implicates ail three EREs and the
TSS.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Ceil culture MCF7 breast carcinoma celis and Ishikawa ceils were maintained in a
minimal Eagle’s medium (a-MEM) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Oakville, On, Canada). ZR75 and T47D
were maintained in RPMI (Wisent) supplemented with 10% FBS. MDA-MB-231::ERa
celis were maintained in DMEM (Wisent) supplemented with 5% FBS with 0.15 mg/ml of
hygromycin (Sigma). Three days before experiments, celis were switched to phenol red
free Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Wisent) containing 10% charcoal
stripped FBS (FBS-T), 1% sodium pyruvate (Wisent), 1% penicillinlstreptomycin (Wisent)
and 1% L-glutamine (Wisent). The day before hormonal stimulation, the medium was
changed to phenol red-free DMEM supplemented with 0,5% charcoal-treated fBS. Ceils
were then treated with 17-f3-estradiol (E2, 25 nM, Sigma), ICI 182,780 (ICI, 100 nM,
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Tocris, Ellisville, Missouri, USA) or vehicle (ethanol) for variable periods of time as
indicated in figure legends.
RNA extraction Ceils were seeded in 10 cm plates (MCf7, T47D, ZR75, MDA
MB-23 1::ERa) or 6 cm plates (Ishikawa) at a density such that near confluency was
obtained at the end of the treatment. Ceils were treated with 25 nM E2, 100 nM ICI
182,780 or vehicle (ethanol) for different times, as indicated in figure legends. for pre
treatments with actinomycin D (2 tg/m1) or cycloheximide (10 tg/ml), incubation was
initiated 1 h before hormonal treatment. siGenome siRNAs were transfected according to
the instructions of the manufacturer (Dharmacon, Chicago, IL, USA), medium was changed
24 h afier transfection and hormonal stimulations were initiated afier another 24 h. At the
end of the treatments, medium was removed, ceils were collected in 1 ml of TRI Reagent
(Sigma) and total RNA was extracted as recommended by the manufacturer.
Reverse transcription and reat-time PCR Total RNA (2 tg) was reverse
transcribed using the RevertAid H first minus strand cDNA synthesis kit (MBI Fermentas,
Burlington, On, Canada) as recommended by the manufacturer. The RT product was
diluted 10 times prior to real-time PCR. Each real-time PCR amplification reaction
contained the RT dilution (2 1d), forward and reverse primers (150 to 300 nM), MgC12 (3 to
4.5 nM according to primer pairs), dNTP (0.2 mM), SYBR Green (0.33X, Invitrogen,
Burlington, On, Canada), buffer for Jump Start Taq and Jump Start Taq (0.5 U, Sigma) in
a final volume of 20 d. After denaturation at 95°C for 7 min. samples went through a one
degree annealing temperature touch down of 7 cycles starting from 60°C (30 s at 95°C, 30 s
at annealing temperature, 30 s at 72°C) followed by 40 cycles of amplification (30 s at
95°C, 30 s at 58°C and 30 s at 72°C). A dissociation protocol followed the amplification
program to characterize the amplified product(s). PCR was performed using a RotorGene
3000 (Corbett, Australia) and analyzed using expression levels of the p36b4 gene for
normalization. For each set of primers, non-template control reactions were performed as a
negative control. Each sample was assayed in triplicate and each experiment was
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reproduced at least two times. A typical experiment is shown. Ail primer pairs were
designed using the Primer3 software and chosen to span an intron. The primer sequences
and individual conditions used for polymerase chain reaction amplification are available
upon request.
Western btot anatysis Whole celi extracts were prepared as described previously
(28) using anti-ERa mouse monoclonal (BiO, kind gifi from Prof. P. Chambon) and anti-[3-
actin mouse monoclonal antibody (Sigma Diagnostics).
Chromatin immunoprectvitation For chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assays, celis in phenol red-free DMEM containing 0.5% FBS-T were freated with vehicle,
E2 or ICI for 45 min. Chromatin was cross-linked by treating ceils with 1.5% formaldehyde
for 10 min at room temperature and fragmented by sonication as previously reported (27),
yielding fragments of average size approximateÏy 400 bp. Antibodies against hERa (SC
543), SRC-3 (SC-7217) or 13-actin were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc
(Santa Cruz, CA, USA) and antibodies against phosphorylated polymerase 11(05-623) or
acetylated H4 (06-598) were purchased from Upstate Biotechnology, Inc (Chicago, IL,
USA). The sequences of the primers used in ChIP assays (Sigma Genosis) are available
upon request. Chromatin immunoprecipitation experiments were perfonned three times
with similar resuits. A representative set ofresults is shown.
C’hromatin Conformation Capture (3C) assays 3 C assays were performed
essentially as described (29), with only minor modifications. In short, three days prior to
the experiment, MCF-7 cells were switched to phenol red-free DMEM containing 10%
FBS-T for 48 h (9 million celis per 15 cm petri dish). The serum concentration was
decreased to 0.5% 24 h before treatment with E2 (25 nM), ICI (100 nM) or vehicle
(ethanol) for 45 min. Culture medium was removed and celis were fixed with 1.5%
formaldehyde for 10 min at room temperature. Cell were then washed twice with cold
phosphate buffer saline (PBS) solution, coflected in 500 d collection buffer (100 mM Tris-
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HCI pH 9.4, 10 mM DTT and protease inhibitor cocktail), washed with cold PBS and
resuspended in ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HC1 pH8.O, 10 mM NaC1, 0.2% NP-40
and protease inhibitor cocktail). Nuclei were resuspended in 2 ml Tango 1 .2X buffer (MBI
fermentas) suppiemented with SDS. Triton X-100 was added to sequester the SDS. The
crosslinked DNA was digested ovemiglit with 400 U of restriction enzyme MspI or XceI
(MBI Fermentas), and then with another 100 U for 2 h at 37°C. The restriction enzyme was
inactivated by addition of SDS and incubation at 65°C. Genomic DNA concentrations were
measured in 30 il aliquots for standardization between samples. The reactions were diluted
with ligase buffer (50 mM Tris-HC1 pH 7.5, 10 mM MgC12, 10 mM DTT, 1 mM ATP and
25 ig/m1 BSA), suppiemented with Triton X-100 (1% final concentration) and incubated
for 1 h at 37°C. The DNA was ligated using T4 ligase (NEB, Ipswich, MA, USA)
ovemight at 16°C. RNase was added, and samples were incubated overnight at 65°C to
reverse the crosslinks. The foilowing day, samples were incubated for 2 h at 45°C with
proteinase K, and the DNA was purified by phenol-chloroform extractions and ethanol
precipitation. Chromatin ioop formation was assessed by PCR amplification canied out
using similar conditions as for Q-PCR amplification but without SYBR Green, and with
two nested primer pairs for each predicted ligation event. PCR products were visualized on
ethidium bromide agarose gels (2%) and confirmed by sequencing. Primer sequences are
available upon request.
RESULTS AND DISCUSSION
To befter characterize the mechanisms of regulation of the GREB1 gene by
estrogen, we first assessed the influence of estradiol (E2) treatment on its expression in
different ER+ ccli unes (MCF7, T47D, ZR45, MDA-MB-231::ERa and Ishikawa).
Transcriptional induction was detected in ail ER+ ceils with E2 treatment whereas the
antiestrogen ICI 182,780 (ICI) reduced mRNA levels (Suppl. fig. lA). Consistent with
these findings, a strong conelation between higher GREB1 mRNA levels and ERa
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expression in breast tumors can be observed in various microanay studies compiled by
Oncomine (www.oncomine.org; Suppi. Fig. lB).
To confirm the involvement of ERa in transcriptional regulation by estrogen, we
assessed the effect of siRNA-rnediated suppression of ERa on GREB 1 mREA expression
levels in MCf 7 ceils. As shown in Fig. J, levels of ERa proteins were reduced by the
specific siRNA duplex (f ig. lA) resulting in a substantial reduction of both basal and
estrogen-stimulated levels of GREB1 mRNA (Fig. lB), which together with the effect of
ICI treatment indicates that ERa is important for both basal and activated GREB 1 mRNA
expression. b further verify that GREB1 is regulated at the transcriptional level by E2,
MCF7 ceils were pre-treated by the transcription inhibitor actinomycin D. This treatment
prevented induction of GREB 1 transcripts, indicating that E2 enhances GREB 1 de novo
transcription (Fig. 1C). On the other hand, the protein synthesis inhibitor cycloheximide
(CHX) had no effect on the induction by E2 in MCf7 celis as reported (22), similar to what
was observed with the E2 target gene encoding the progesterone receptor (PGR, Suppi. fig.
2A), while induction ofthe BRCA1 gene was abrogated by CHX and that of pS2/Tff 1 was
largely attenuated as previously reported (30) (Suppl. F ig 2A). Kinetics of induction of
GREB 1 transcripts by E2 in MCF7 ceils resembled that of the PGR target gene, being both
rapid (detectable at 2 h), and sustained over a 48 h period (Suppi. f ig. 2B). On the other
hand, induction of E2 targets MYC or F05 was more rapid but transient (Suppi. F ig. 2C),
while that of pS2/TFf 1 was progressive and that of BRCA1 delayed in time (Suppi. fig.
2D). Together, these results indicate that GREB1 is a primary ERa target induced in an
early, strong and sustained manner by ERa in MCF7 ceils.
The 5’ flanking sequences of GREBI contain three consensus EREs (fig. 2A), and
we have previously shown that two ofthe three GREBY EREs strongly bound ERa in ChIP
experiments in MCf7 ceils and in MDA-MB-23 1 cells stably transfected with ERa (27).
Recruitment of ERa to the three EREs was also observed in a recent genome-wide
mapping of ERa binding sites in the presence of estrogen (17). Here we show that in
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MCF7 celis ail three perfect EREs are bound with a cyciical temporal pattem afier E2
stimulation (Fig. 2B), as previously observed for the pS2/TFFl gene (31,32). Note,
however, that the basai ievels ofERa recruited to the ERE at -1.5 kb from the GREB1 TSS
were higher than those for other EREs. OnÏy faint binding of ERa to the GREB 1 TSS was
observed under our experimental conditions. In addition, recruitment to the EREs of the ER
co-activator SRC-3 (fig. 2C), acetylated histone H4 (Fig. 2D) as weli as phosphoryiated
RNA polymerase II (P-poill) (Fig. 2C) was also detected by ChIP assays. Note that binding
of P-polII was strong under basal conditions on the -1.5 kb ERE. Altogether, these data
suggest that the two distal EREs are functional enhancers and that the proximai ERE
contributes to the iow basai, ICI-repressed activity of the promoter.
While ChIP data indicate recruitment of ERa and its coactivator SRC-3, acetylation
of H4 and binding of P-polll to sites that are doser to the GREB1 TSS than to any other
gene (the closest gene, E2F6, is iocated more than 45 kb away from ERE3), this does not
conclusiveiy demonstrate that these EREs play a roie in direct transactivation of GREB 1.
To investigate whether ail three EREs associate with the GREB1 TSS, we used a chromatin
conformation capture (3C) assay (33), which detects physical proximity between distal
DNA sites by iigation of restricted DNA fragments that are maintained juxtaposed by
crosslinked DNAlprotein complexes. Using restriction enzymes that cut at least once
between consensus EREs and the GREB1 TSS, we observed PCR amplification ofproducts
resulting from the ligation of each of the three EREs and the TSS (Fig 3A). Association of
EREÏ (-1.5 kb) and the TSS was constitutive, which couid reflect either the higher basal
level of receptor and P-poill associated with this ERE (sec Fig. 2C) or thc short distance
between the ERE and the TSS. Howevcr, the lack of chromatin ioop formation in the
prescnce of ICI suggcsts formation of a chromatin ioop in thc absence of hormone rather
than random interactions betwecn the two DNA fragments. No chromatin loops were
detected with several regions located between the EREs and the TSS (Fig 3A and data not
shown) or betwcen the TSS and a fragment at ±1.5 kb downstream (data flot shown),
demonstrating that E2-induced chromatin looping with the TSS is specific for fragments
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containing the EREs. Note that the 3C PCR products obtained were sequenced to
confirm product identity and that ail primer sets for 3C detection ied to amplification of a
digested and re-ligated BAC clone overlapping this genomic region (data flot shown).
These results indicate that the consensus EREs in the GREB1 gene behave as E2-induced
enhancers since they recruit ERa, SRC-3 and P-polII, are associated with acetylated
histones and interact with the TS$ of GREB 1 in the presence of E2.
The presence of three strong enhancers raises the question of whether these
sequences associate with the TSS in a mutually exclusive and possibly sequentiai manner,
or if they may participate in reciprocal interactions as weil. b investigate this question, we
anaiyzed by 3C whether chromatin ioop formation couid take place between ERE
enhancers themselves (Fig 3B). PCR amplification resulting from chromatin Ioop formation
between any combinations of two consensus EREs couid be detected in the presence of E2
but not in its absence or in the presence of ICI. In addition, no interactions were detected
with other intermediate regions (fig. 3B and data flot shown), demonstrating again the
specificity of these interactions for the presence of EREs. These resuits suggest that EREs
can physically associate with each other, either in a large complex with the TSS or in
transient binary interactions (see model in Suppi. fig. 3).
Based on the above findings, we conciude that the 5’-flanking region of GREB1, a
gene of as yet unknown function but which may play an important role in E2-induced ceil
proiiferation (23), contains a strong, multipartite enhancer composed of three consensus
EREs separated by 8 to 2O kb of intervening sequences. future studies will be necessary
to assess whether this multipartite enhancer aiso interacts with additional ERa binding
regions and with the TSS of othcr E2 target genes, and whether transcriptional regulation
by E2 often involves the association of severai widely-spread enhancer units
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FIGURE LEGENDS
figure 1: GREB1 is transcrtptionatty induced by ERa.
A. siRNA—mediated depletion of ERa protein levels was verified by western analysis with
antibodies against ERa or f3-actin 72 h after transfection. B. siRNA—mediated depletion of
ERa in MCF7 ceils reduces basal and E2-stimulated mRNA levels of GREB 1. MCF7 ceils
were transfected by siRNA against ERa or GAPDH for 72 h and stimulated with hormone
during the last 24 h prior to RNA extraction. C. The transcriptional inhibitor actinomycin D
abrogates the induction of GREB 1 mRNA levels by E2. Ceils were pre-treated with
actinomycin D (2 lg/ml) for one hour before treatment with E2 for 4 h.
figure 2: Consensus EREs recruit ERa, SRC-3, acetytated histones andphosphoiytated
RNA polymerase II in thepresence ofestradiot.
A. Position of the three consensus EREs (cEREs) in the GREB 1 upstream regulatory
regions. B. Cyclical recruitment of ERa on the three consensus EREs in GREB 1 promoter.
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was performed using an antibody against ERa or
IgG as negative control with MCF7 ceils treated with E2 (25 nM) or vehicle (ethanol) for
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different times (as indicated). C. ChIP of SRC-3 and P-PolII at 2 h. D. ChIP of
acetylated H4 at 2 h. Resuits are representative of at least two experiments.
figure 3: Induction by estradiot treatrnent of chromatin toops associating the GREB1
enhancers and transcrtptionat start site.
A. Detection of chromatin Ïoops formed between different regions of the GREB 1 upstream
sequences and the most 5’ transcriptional start site. Chromatin Conformation Capture (3C)
assays were performed in MCf7 ceils treated with E2 (25 nM), ICI (100 nM) or vehicle
(ethanol) for 45 min. B. Detection of chromatin loops formed between consensus EREs.
Experiments are representative of three to four independent experiments performed either
with the MspI or the XceI enzyme. Each chromatin loop was observed in between 2-4
independent assays.
Supptementary figure 1: GREB1 mRNA is induced by estradiol in ERa-positive cancer
ceits A. Induction of GREB1 mRNA by estradiol in different ER+ cancer ceil unes. The
different ceil unes were treated with 1 713-estradiol (E2, 25 nM), ICI 182,720 (ICI, 100 nM)
or vehicle (0, ethanol) and harvested at 24 h. Expression levels of GREB 1 mRNA were
assessed by Q-PCR amplification affer RNA extraction and reverse transcription.
Experiments were performed at least twice with similar resuits and a representative
experiment is shown. B. GREBY and ERa expression are correlated in ER-/ER+ breast
tumor celis. Box plot graphs are taken from www.oncomine.org, 1) P value: 1.1E-34 (34),
2) P-value: 7.3E-20 (35), 3) P-value: 7E-17 (36), 4) P-value: 9.1E-l2 (37), 5) P-value:
1.8E-8 (38), 6) P-value: 2.2E-6 (39).
SuppÏementaiy figure 2: The strong and sustained induction of GREBJ by estradiot is a
priinary transcriptionat event. A. Induction of GREB 1 is observed in the absence or
presence of protein synthesis inhibitors. Cells were pre-treated with cycloheximide (cyclo,
10 tg/ml) for one hour before treatment with E2 or ICI for 24 h. Other estrogen target
genes were also analyzed in parallel using the same RNA samples. B-D. Induction of
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GREB Ï by E2 is both rapid and sustained. fold induction over expression in the
presence of vehicle were measured at different times for GREB 1 and other estrogen target
genes. Experiments were performed three times with similar resuits, and a representative
experiment is shown
Suppteinentaiy figure 3: The consensus GREBI EREs function as a multipartite
enhancer.
Model illustrating the possible effect of estrogen on chromatin loop formation between
EREs and the transcriptional start site of GREB 1. Note that these interactions may be
simultaneous or occur in a sequential mariner.
SUPPLEMENTARY REFERENCES:
34. van de Vijver, M. J., He, Y. D., van’t Veer, L. J., Dai, H., Hart, A. A., Voskuil, D.
W., Schreiber, G. J., Peterse, J. L., Roberts, C., Marton, M. J., Parrish, M., Atsma,
D., Witteveen, A., Glas, A., Delahaye, L., van der Velde, T., Bartelinlç H.,
Rodenhuis, S., Rutgers, E. T., friend, S. H., and Bernards, R. (2002) N Engl J Med
347(25), 1999-2009
35. Wang, Y., Klijn, J. G., Zhang, Y., Sieuwerts, A. M., Look, M. P., Yang, f.,
Talantov, D., Timmermans, M., Meijer-van Gelder, M. E., Yu, J., Jatkoe, T., Bems,
E. M., Atkins, D., and Foekens, J. A. (2005) Lancet 365(9460), 67 1-679
36. Hess, K. R., Anderson, K., Symmans, W. f., Valero, V., Ibrahim, N., Mejia, J. A.,
Booser, D., Theriault, R. L., Buzdar, A. U., Dempsey, P. J., Rouzier, R., Sneige, N.,
Ross, J. S., Vidaurre, T., Gomez, H. L., Hortobagyi, G. N., and Pusztai, L. (2006) J
Clin Oncol 24(26), 4236-4244
37. Richardson, A. L., Wang, Z. C., De Nicolo, A., Lu, X., Brown, M., Miron, A., Liao,
X., Iglehart, J. D., Livingston, D. M., and Ganesan, S. (2006) Cancer Ccli 9(2), 121-
132
173
38. Zhao, H., Langerod, A., Ji, Y., Nowels, K. W., Nesland, J. M., Tibshirani, R.,
Bukholm, I. K., Karesen, R., Botstein, D., Borresen-Dale, A. L., and Jeffrey, S. S.
(2004) Mol Bio! CelI 15(6), 2523-2536
39. Miller, L. D., Smeds, J., George, J., Vega, V. B., Vergara, L., Ploner, A., Pawitan,
Y., Hall, P., Klaar, S., Liu, E. T., and Bergh, J. (2005) Proc Nati Acad Sci U S A
102(38), 13550-13555
174
Figure 1
A) O siRNA ERxÉ): + - +
-.- Ab: ERu.
—
Ab:j—actin
B)
24h
t
o
o
o
u
o
O E2 O E2 O E2
no siRNA siRNA ER siRNA GAPDH
C)
4
4h
t
o
o
o
LL
O
O E2 O E2
- ActD + ActD
C)
Ah: lnpu:
Ti1: O 1:2
ImerrrH: 60 15 30 15 60
—
p
dRE3 — — —
qG
0 1:2
5 30 45 60
t ht t
0 1:2
60 5 30 45 60
D)
Ah. ‘Ju1 C, H4Ac
ERE1
ctRF)
cERE _ _
Figure 2
175
A)
-21 207
Chr2: hGRB1 3i
B)
-ç;t 5 7 -1 S83
AI,: Input I SRC 3 uptit hC P Po II
F2: ± —
- + — - ÷
cl RI I — — -
cl RI 2 -
c[R[1
t 1 —
-1
176
Figure 3
A)
O XceI O XceI O Xcel
0E? CI O E2 ICI O E? ICI O E2 ICI O E2 ICI O F? ICI
N
____ ___
-21 207 -9517 -183 .-1.A
—3 2 1
O E? ICI O E?ICI O E? ICI O E?ICI
O X.eI O XceI
B)
O XceI
o E2 ICI O E2 ICI
-
N_
-21 207 -9517 -1 583
-1.A
-3
A
1 ‘
;/ \\
O E2 ICI O E2 ICI O E2 ICI O E2 ICI
O XceI O XceI
Figure Supplémentaire 1
A)
24h
8
7
Q
2
o
B)
70
s.s
P •
J I I
Ï•
class ER - ER + ER - ER + ER - ER + ER - ER + ER - ER + ER - ER ±
Analysis 1 2 3 4 6
177
60
— 10
o
O £2 ICI O £2 ICI
MCF7 ZR75
‘Ï’’
O E2 ICI O E2 ICI O E2 ICI O E2 ICI
MCF7 MDA::ERt T47D Ishikawa
I3o Plot Deicr,pOo1
Figure Supplémentaire 2
A) cycb Cyco
C
ES
u
t
u.
C)
C
o
u
2
t
o
u.
D)
TFFI 52 -—EROA 52
178
24h
-t GREB1-E2 —ô- PGR-E2
6
5
u
t
o
w’
O E2 ICI O E2 ICI O E2 ICI C 62 ICI
06661 TFF’ 5GO BOCAl
0
IAYC-E2 ‘OS 52
o 5 10 15 23 25 30 35 40 45 50
Hours
4
k-
3
j
u
t
o
w
O 5 10 5 20 25 30 35 40 45 50
Hours
0 5 10 15 2C 25 30 35 4C 45 50
Hours
179
Figure Supplémentaire 3
without E2
2 %_ERE3
GREB1
with E2
GREB1
Troisième partie
Chapitre 8 : Discussion et perspectives
181
Chapitre $ : Discussion et perspectives
La signalisation découlant de la liaison des oestrogènes avec leurs récepteurs est
diversifiée, spécifique à la fonction des tissus cibles et peut être altéré lors de l’apparition
de pathologies. L’importance de comprendre les mécanismes de régulation de la
prolifération cellulaire provenant des oestrogènes est primordiale dans la problématique de
prévenir et/ou de développer de nouvelles avenues thérapeutiques pour le cancer du sein.
Afin de comprendre et d’approfondir les causes d’une prolifération excessive lors de la
formation de cancers mammaires, plusieurs façons d’aborder la problématique peuvent être
mises en oeuvre. Lors de ma thèse, j’ai participé à la réalisation de différents projets ayant
pour but général une meilleure compréhension des mécanismes de régulation de
l’expression des gènes par les oestrogènes. Ces études ouvrent la porte à l’identification de
gènes candidats impliqués dans la prolifération excessive des cellules de tumeurs
mammaires.
Les études réalisées tout au long de ma thèse avaient essentiellement pour but de
caractériser les mécanismes de la régulation des gènes par les oestrogènes et leur récepteur
nucléaire ERa dans le tissu mammaire. Dans la première étude à laquelle j’ai participé, la
spécificité et l’affinité de l’interaction récepteur-ADN a été abordée, permettant de mieux
caractériser ce qui constitue un bon site de fixation pour ER et le mécanisme de liaison du
récepteur. (annexe 1). Dans la deuxième étude, l’approche bio-informatique a permis
l’élaboration d’une base de données de sites de fixation potentiels de haute affinité dans les
génomes humains et de souris, apportant également une preuve de la fonctionnalité des
enhancers distaux dans la régulation des gènes cibles des oestrogènes (chapitre 5). Dans la
troisième étude, l’identification des cibles directes des oestrogènes a été réalisée en plus
d’une recherche exhaustive des sites de fixation de facteurs de transcription pouvant
contrôler la régulation de ces gènes, y compris des ERE (chapitre 6). Ceci a permis de
démontrer un enrichissement en ERE dans les gènes cibles primaires des oestrogènes et une
liaison démontrée du récepteur sur la plupart des ERE testés. Dans la dernière partie, une
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étude approfondie a été réalisée afin de vérifier la fonctionnalité des enhancers distaux
aussi bien que proximaux, démontrant que les mécanismes de régulation des gènes sont
plus complexes qu’ initialement prévus et pourraient impliquer des collaborations entre
différents éléments répartis sur de grandes distances génomiques (chapitre 7).
Plusieurs concepts nouveaux se dégagent de ces différentes études en ce qui
concerne la mécanistique de la régulation de la transcription par les oestrogènes. Certains
faits ou concepts méritent que l’on s’y attarde plus en profondeur. Pour la première fois,
nos études ont démontré que les ERE, à part un enrichissement très local autour du site
d’initiation de la transcription, sont répartis uniformément dans l’ensemble du génome.
Cette présence de fixation du récepteur dans des régions parfois éloignées des gènes
nécessite d’approfondir la mécanistique de la transcription sur de longues distances pour
mieux comprendre leur rôle dans la détermination des gènes directement régulés par ERa.
Les directions fritures de cette recherche portant sur la signalisation par les oestrogènes et
l’analyse des mécanismes des effets médiés par les oestrogènes seront discutés.
8.1 Fixation à l’ADN de ER à l’échelle du génome
Les oestrogènes médient leurs effets par différentes voies: génomique classique,
génomique alternative et non-génomique (comme décrit au chapitre 2). Même si la voie de
signalisation classique semblait prépondérante pour la signalisation par les oestrogènes, peu
de sites ERE validés in vivo étaient répertoriés dans la littérature (36). Plusieurs
observations (gènes de la f3-globine, récepteur des androgènes) (102,115,116,127)
démontraient cependant que les facteurs de transcription pouvaient réguler la transcription
sur de longues distances génomiques. La disponibilité des séquences complètes de
plusieurs génomes a donc permis d’entreprendre des recherches bioinformatiques
d’identification à grande échelle des ERE plutôt que seulement dans les quelques centaines
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de paires de bases autour du site d’initiation de la transcription traditionnellement
étudiée dans les études réalisées avec des gènes rapporteurs.
8.1.1 La prédiction de site de fixation de ER in sitico
Deux voies principales pouvaient êtres entrepris pour l’identification
bioinformatique d’EREs à l’échelle du génome: la recherche systématique des ERE et la
recherche par matrice de poids. Dans la première étude (Chapitre 5), étant donné le petit
nombre de ERE validés à cette époque, les matrices ont été écartées dû à leur biais possible.
En effet, la pondération appliquée pour chaque position n’est valable que si le nombre de
séquences utilisées pour bâtir la matrice est élevé et que chaque position du site de liaison
possède une pondération représentant le plus fidèlement l’affinité du récepteur (12$). Une
recherche systématique des ERE de haute affinité a donc été retenue dans un premier
temps. Pour ce faire, il a été nécessaire mieux définir ces sites de façon à rechercher dans le
génome des séquences ayant un potentiel excellent d’être des ERE fonctionnels. L’étude
réalisée au chapitre 5 a permis d’identifier plus de 70 000 ERE de haute affinité distribués
dans le génome humain, de démontrer le caractère fonctionnel des ERE distaux en tant que
sites de liaison pour le récepteur et d’établir l’importance de la structure de la chromatine
sur la fixation des éléments de réponses.
Une observation tirée de cette étude était que la distribution des ERE dans le
génome est uniforme, le nombre de ERE par chromosome étant proportionnel à la taille du
chromosome (Chapitre 5, fig 2 ). Lors d’analyse plus fine des données, on observe une
surreprésentation des ERE (64%) autour de la région d’initiation de la transcription des
gènes (-1000 pb à +2000 pb). Différentes études d’immunoprécipitation de la chromatine
suivies d’hybridation sur une puce génomique (ChIP-CHIP) (103,104) démontrent que ces
observations de concentration de sites de liaison (ou de sites liés) près des régions
d’initiation de la transcription ne sont pas limitées au récepteur des oestrogènes.
Cette première étude a permis d’avoir une vue d’ensemble de la distribution des
ERE dans les génomes. La restriction de se limiter aux séquences de hautes affinités et la
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recherche systématique excluait potentiellement des sites de fixation importants dans la
transmission des signaux oestrogéniques. À l’aide de notre première étude et de la
littérature, nous avons bâti une matrice de poids représentant un grand nombre d’ERE fixés
in vivo (Chapitre 6, Fig 6), ce qui nous a permis d’étendre notre recherche à des séquences
plus distantes du consensus en limitant les biais de composition en nucléotides résultants
d’un petit échantillon de séquences validées (129-13 1).
Cette nouvelle matrice (Chapitre 6 Fig 6), basée sur 76 ERE répertoriés et validés in
vivo, a cependant aussi ses limites. Lorsque l’on compare la pondération dans la matrice
pour certaines positions du ERE (particulièrement les positions 2,3,5) et les résultats des
liaisons in vitro générées dans l’étude précédente (Chapitre 5 Fig 1), on peut facilement
constater que certaines variations nuisibles à la liaison du récepteur ne sont pas
parfaitement prises en compte. Ceci s’explique par le fait que le nombre et les types de
séquences utilisées sont encore limités et ne représentent donc peut-être pas parfaitement
l’affinité du récepteur pour l’ADN. Dans le futur, il serait possible de modifier la matrice
par pondération selon les résultats d’affinité entre le récepteur et les ERE variants (Chapitre
5 Fig 1). Afin de voir si cette nouvelle matrice permet une détection améliorée des ERE
selon l’affinité réelle du récepteur, il faudrait approfondir les études de liaison in vitro avec
l’usage d’une plus grande combinaison de variations et comparer les prédictions de la
matrice avec les résultats. Cependant, comme démontré dans l’annexe 1, les différentes
positions dans l’ERE ne sont pas indépendantes donc il faudrait en tenir compte dans une
modélisation future. Le changement d’un nucléotide dans la séquence peut influencer un
autre nucléotide en venant perturber les interactions de ce dernier avec les acides aminés du
récepteur. Ce type de relation peut être étudié par la construction de matrices de di
nucléotides et en comparant les fréquences de di-nucléotides prédites avec les modèles de
liaisons du récepteur à chaque position du ERE. La définition d’un modèle informatique
reflétant le plus fidèlement possible les variations d’affinité du récepteur est l’étape la plus
importante dans ce type de recherche. À l’heure où la masse d’information engendrée par le
séquençage des génomes et les coûts de la recherche biologique augmentent, des outils
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informatiques fiables s’avèrent d’une grande importance afin de mieux interpréter les
données d’expériences à grande échelle.
8.1.2 Les sites de liaison prédits sont-ils liés in vivo?
La recherche de sites de fixation ne se limite pas à les trouver, encore faut-il valider
leur liaison in vivo et leur impact sur la régulation des gènes environnants. Dans ce but,
nous avons jumelé nos études bio-informatiques à une étude à grande échelle identifiants
les gènes régulés de façon primaire par les oestrogènes dans un modèle cellulaire dérivé
d’un carcinome mammaire (Chapitre 6). Les ERE prédits à proximité de gènes cibles
primaires représentent donc des candidats de choix pour valider leur liaison in vivo par une
approche de ChIP. Simultanément à cette étude, un autre groupe a publié une étude de
ChIP-CHIP de ERa sur toutes les régions non répétées du génome humain en présence
d’oestrogènes dans les cellules MCF7 (132). Ces informations nous ont permis de comparer
et de valider nos résultats de prédiction de sites (Chapitre 6). Nous avons recherché les ERE
tels que décrit par notre matrice dans les régions liées par le récepteur dans le ChIP-CHIP
(132). Ceci nous permet de corréler la présence d’un ERE potentiel et la fixation du
récepteur in vivo. Nous restons conscients cependant que la technique de ChIP n’identifie
pas avec précision le site fixé par le récepteur, qui se retrouve à l’intérieur de régions de
chromatine liées de taille variant de 100 à plus de mille bp. De plus, cette technique ne
discrimine pas entre une liaison directe du récepteur sur un ERE et les autres mécanismes
alternatifs de liaison du récepteur (en tant que coactivateur ou sur un site de fixation
hybride, Chapitre 2), et peut même générer des artéfacts dû au choix de l’anticorps.
Cependant, la convergence des données de régulation de l’expression des gènes et la
prédiction de sites de fixation et de ChIP constituent le meilleur indice possible du rôle de
cet élément dans la liaison du récepteur et la régulation de la transcription, permettant de
sélectionner cet élément pour des validations ultérieures.
L’absence de validation d’un ERE par ChIP-CHIP ne constitue pas non plus une
preuve de son absence d’importance. Le fait d’avoir réalisé ces «validations» avec les
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données d’un autre groupe nous limite dans l’interprétation car les conditions
expérimentales utilisées entre nos deux groupes sont différentes (temps de traitement,
concentration de sérum, concentration d’hormone). De plus, comme ce genre de technique
est dépendant des réactifs utilisés (anticorps) et de l’exposition adéquate des épitopes
reconnus par ces anticorps, on ne peut pas conclure que les sites prédits qui ne se retrouvent
pas liés dans l’étude de ChIP-CHIP sont faux simplement sur cette comparaison. De plus,
un site qui n’est pas fixé par le récepteur dans un type cellulaire peut être fonctionnel dans
un autre modèle cellulaire. Dans un monde idéal, il faudrait générer plusieurs de ces études
à grande échelle dans les différentes lignées cibles des oestrogènes et sous différentes
conditions (temps, concentration d’hormone et de sérum), avec différents anticorps. Ainsi,
nous aurions un tableau plus représentatif des sites ERE prédits qui peuvent être
fonctionnels in vivo. Ces connaissances permettraient ensuite d’analyser quels facteurs
déterminent l’accessibilité d’un ERE au récepteur, incluant probablement la structure de la
chromatine et la présence de différents partenaires du récepteur dans la cellule.
8 .2 Gènes directement régulés par ERa
De façon à comprendre le rôle de la régulation transcriptionnelle médiée par ERŒ
dans la médiation du signal prolifératif des oestrogènes, il est important de caractériser de
façon exhaustive les gènes cibles de ERa. Les études réalisées sur l’expression des gènes
dans des tumeurs mammaires et/ou provenant de prélèvements de tissus sains, nous
apportent un tableau des gènes exprimés globalement, sans discriminer le rôle des facteurs
de croissance et des hormones diverses présentes dans la circulation sanguine. Une façon de
parvenir à établir le rôle des oestrogènes est d’utiliser des modèles de cellules en culture.
Des cellules primaires normales, immortalisées et/ou des cellules dérivées de carcinomes
peuvent être utilisées. La difficulté d’utiliser des cellules primaires, outre l’accessibilité
restreinte et réglementée, est d’obtenir une population composée d’un seul type de cellules
et de conserver l’expression du récepteur ERa. En effet, une perte de l’expression du
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récepteur lors de la culture primaire des cellules épithéliales a été observée. Les lignées
cellulaires dérivées de carcinomes mammaires conservent par contre une expression forte
du récepteur permettant l’étude de la prolifération stimulée par les oestrogènes dans les
tumeurs mammaires.
8.2.1 ERa médiateur de la signalisation oestrogénique pour tous les gènes
régulés?
Dans le chapitre 6, nous avons généré une étude d’expression des gènes régulés en
présence d’oestrogène dans une lignée cellulaire dérivée de carcinome mammaire, les MCF
7. Le choix de nos conditions expérimentales s’est fait de manière à utiliser des conditions
propices à la prolifération cellulaire et à l’identification des cibles primaires des
oestrogènes (Chapitre 6 Figl & Fig 52 ). Lors de l’analyse, nous avons classé les gènes
selon leur régulation oestrogénique (Up ou Down) ainsi que l’influence de la cycloheximide
sur leur régulation. La proportion des gènes régulés positivement vs négativement en
présence d’oestrogènes est similaire (1214 vs 955). Par contre une plus grande différence
est observée lorsque l’on conserve seulement les gènes primaires (544 U? vs 236 Down).
Ceci laisse présager que les facteurs impliqués dans la signalisation jouent un rôle dans la
stimulation de la transcription plutôt que dans sa répression. En recherchant par analyse
bio-informatique les sites de fixation potentiels de ER autour de ces gènes, on retrouve un
enrichissement marqué des ERE sur les promoteurs des gènes primaires Up régulés. Par
contre, un appauvrissement de ERE est observé à proximité des gènes primaires Down
régulés. Nous avons également cherché à identifier les autres facteurs de transcription qui
pourraient être des partenaires potentiels à ERa pour la transcription des gènes dans nos
différentes catégories par analyse de l’enrichissement de leur site de liaison dans les
séquences flanquantes de gènes. Quelques sites de facteurs de transcription sont ressortis
enrichis dans les gènes réprimés (Down), cependant nous avons dû rechercher dans le
promoteur proximal (-1+ 2,5 Kpb) et nous concentrer sur les 100 meilleurs gènes régulés
pour obtenir une signification statistique (Chapitre 6, Table Si. S2). L’inconvénient majeur
de ce genre de recherche bio-informatique est la définition des sites de fixations de facteurs
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de transcription. Comme discuté précédemment, les recherches bio-informatiques par
matrices sont très utiles si les matrices sont réellement représentatives de l’affinité du
facteur de transcription pour l’ADN. Nos recherches pour identifier d’autres facteurs de
transcription impliqués dans l’expression de nos gènes Down régulés ont donc été limitées
par les différentes matrices disponibles. Un autre problème dans l’analyse des mécanismes
de régulation est la taille restreinte en nombre de gènes de certaines catégories, rendant
impossible d’effectuer des statistiques adéquates et donc de générer des conclusions fiables
sur les médiateurs potentiels de cette régulation négative.
Des études approfondies seront nécessaires pour comprendre quel est le mécanisme
de régulation de la transcription des gènes réprimés. Comme peu de sites ERE ont été
retrouvés, ceci suggère qu’une bonne partie de ces gènes pourraient êtres régulés par des
voies de signalisation non classiques. Différentes études biologiques pourraient être
réalisées pour découvrir les mécanismes de signalisation impliqués pour ces gènes. Par
exemple, l’abolition de ERa dans les cellules MCF7 par shRNA ou «ARN tige-boucle»
stablement exprimé permettrait de déterminer par analyse de micropuce quels sont les
gènes qui sont encore réprimés par les oestrogènes malgré la perte du récepteur. Les
signalisations non classiques des oestrogènes pourraient aussi être évaluées par le même
genre de technique, par exemple l’implication des facteurs JUN/FOS (APi), la signalisation
membranaire de ERa, le récepteur membranaire GPR3O, et les autres facteurs de
transcription que nous avons identifiés dans la recherche bio-informatique.
8.2.2 Les rôles fonctionnels des gènes régulés directement par ER
L’étude réalisée dans le chapitre 6 a permis d’identifier des cibles primaires des
oestrogènes par leur régulation en présence de cycloheximide et par la possibilité de la
liaison du récepteur dans leurs séquences flanquantes. Il est probable que plusieurs de ces
gènes médient l’effet prolifératif des oestrogènes, comme déjà démontré pour les gènes
CCND1, MYC, FOS etc... Des cibles primaires des oestrogènes impliquées dans leur effet
prolifératif et qui seraient spécifiques aux cellules mammaires constitueraient de bonnes
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cibles thérapeutiques. L’identification générale du rôle des cibles primaires des
oestrogènes pourrait aussi permettre de révéler de nouvelles fonctions des oestrogènes dans
les cellules mammaires. Un objectif important sera donc d’analyser la fonction de
l’ensemble des gènes cibles primaires des oestrogènes.
Lors d’analyses effectuées avec un logiciel d’analyse de fonction des gènes
(FATIGO), nous avons observé peu de données claires sur l’enrichissement d’une classe
particulière de gènes dans nos cibles primaires. La limitation de la recherche avec ce
programme est le nombre de gènes qu’il est possible d’entrer comme données
comparatives, ce qui rend difficile l’étude d’enrichissement fonctionnel face à l’ensemble
des gènes présents sur la puce de départ. Bien que les outils informatiques disponibles
présentement nous limitent sur l’étude d’enrichissements fonctionnels, l’utilisation de
programmes développés spécifiquement pour l’étude des réseaux de régulation cellulaire
(cx: IPA 5.0) pourrait nous donner une vision globale des types de réseaux de gènes
retrouvés dans nos différentes catégories (Up-primaire, Down-primaire ou secondaire).
Ceci nous permettrait d’établir des corrélations fonctionnelles entre les différentes
catégories de gènes et d’avoir une indication précise du rôle des gènes cibles primaires dans
notre lignée mammaire. Afin de palier aux différentes limitations des outils informatiques
disponibles, des recherches systématiques sur la fonction des gènes, bien que longues,
peuvent êtres réalisées afin d’atteindre le but qui est l’identification des gènes primaires de
ER impliqués dans la prolifération cellulaire.
La sur-expression et/ou l’abolition de l’expression d’un gène candidat pourra être
réalisée dans des cellules MCf-7, afin de voir l’impact de ce changement sur la progression
du cycle cellulaire, la prolifération cellulaire et la migration cellulaire. L’avantage d’utiliser
à la fois l’abolissement et la sur-expression d’un gène est d’éviter les artéfacts des
différentes méthodes. La sur-expression peut finir par saturer la machinerie cellulaire et
ainsi masquer un phénotype. L’abolition par des outils comme les shRNA peut causer des
phénotypes qui ne sont pas spécifiques au gène étudié mais dus plutôt à un effet sur une
autre cible. Des études d’abolition ou de sur-expression dans la glande mammaire de
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modèles de souris permettront par la suite de déterminer l’impact sur le développement
de tumeurs de ces gènes candidats. La poursuite de cette étude en ciblant des gènes
impliqués dans la prolifération permettra de valider le rôle crucial des gènes primaires dans
la prolifération cellulaire médiée par les oestrogènes. Un très bon exemple de gène candidat
pertinent à un approfondissement fonctionnel dans les tumeurs mammaires est GREB 1.
Bien que la fonction précise de GREB1 soit encore inconnue, il a été démontré qu’il est non
seulement un gène cible primaire de ERcc (Chapitre 7 fig 1 et S2) mais est aussi exprimé
plus fortement dans les tumeurs mammaires ER positives (Chapitre 7, fig Si). De plus, une
approche de suppression de l’expression de ce gène par siRNA a suggéré un rôle dans les
effets prolifératifs de E2 (133). L’effet de la modulation de l’expression de GREB1 sur la
tumorigénèse dans des modèles animaux reste à examiner.
8.3 Mécanistique de la transcription sur de longues distances
Plusieurs études ont démontré que des sites de liaison distaux de différents facteurs
de transcription peuvent être fonctionnels, à la fois pour rendre la chromatine plus
accessible aux autres protéines, et en participant directement à la concentration des
protéines nécessaires à la régulation transcriptionnelle du gène (114,116,117,134-137).
Dans le système des gènes de la globine, il est bien établi que les régions LCR lointaines
(environ 5OKpb) participent à la régulation de la transcription des gènes par la formation de
boucle de chromatine. Cependant, peu d’études de ce genre (105,138) ont examiné si ce
type de régulation est applicable aux récepteurs nucléaires, et en particulier si ERa peut
former des boucles de chromatine servant à concentrer les récepteurs et leurs cofacteurs sur
un promoteur donné, participant ainsi à la transcription.
191
8.3.1 Les ERE distaux sont impliqués dans la formation de boucle de
chromatine.
Le gène GREB 1, qui est une cible primaire des oestrogènes et semble impliqué dans
la prolifération cellulaire médiée par les oestrogènes (133), est un bon modèle d’étude pour
la mécanistique de la transcription sur de longue distance. Il est exprimé dans les tumeurs
mammaires et représente un cas de régulation possédant trois ERE consensus distribués sur
21 Kpb. Dans les conditions expérimentales choisies, les trois ERE sont fixés par ERa avec
une cinétique d’association comparable, et la chromatine environnante est acétylée
(chromatine permissive) (Chapitre 7, Fig 2). Des études de formation de boucles de
chromatine (technique 3C) ont déterminé que les éléments s’associent à la région
promotrice et s’associent entre eux (Chapitre 7, Fig 3). Une différence majeure dans notre
système avec ce qui a été précédemment démontré pour le gène de la 3-globine est que la
formation des boucles est affectée par l’hormone ou le composé lié à ER, donc inductible
selon les ligands présents. Lors de l’ajout d’agonistes de la transcription (oestrogènes), il y a
formation de boucle permettant aux éléments distaux de venir participer à la transcription
du gène. Par opposition, lors de l’utilisation d’anti-oestrogène totaux il n’y a aucune
formation de boucle entre ces éléments et le site d’initiation de la transcription. Cette
observation est en accord avec le fait que ces composés antagonistes ne permettent pas à
ER de transcrire GREB1. Finalement, seulement l’élément le plus proche du site
d’initiation de la transcription forme une interaction forte en absence d’hormone, suggérant
ainsi que la transcription basale du gène implique peu les deux éléments distaux.
De plus, nos résultats démontrent clairement pour la première fois que ERa
participe à la régulation de la transcription sur de longues distances en formant des boucles
de chromatines entre plusieurs enhancers. Ce mécanisme pourrait être généralisable, car les
études de ChIP-CHIP indiquent que plusieurs régions de fixation sont fréquememnt
retrouvées à proximité des gènes cibles des oestrogènes.
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Certains éléments d’ information supplémentaires pourraient être obtenus dans
des études subséquentes sur les mécanismes de formation de ces boucles de chromatine.
Premièrement, il serait souhaitable de démontrer de façon directe que ERa est impliqué
dans la formation des boucles par des études de ChIP-3C (138). Deuxièmement, les essais
d’immunoprécipitations de la chromatine ont démontré le recrutement des mêmes
cofacteurs sur les trois ERE. Ce qui suggère que les boucles sont formées par un pont de
protéines, probablement induits par le recrutement du récepteur en présence d’oestrogène
sur les éléments distaux. Des études de ChIP permetteront de déterminer quels sont les
coactivateurs responsables de la transcription et leur implication dans la formation des
boucles pourra être déterminée par ChIP-3 C. Le rôle individuel des EREs dans la régulation
transcriptionnelle et la formation de boucles pourront être examinés par l’abolition des sites
enhancers par différentes techniques (inactivation de la chromatine, délétion du site) à
l’aide de protéines à doigt de zinc (139). Ces études permettront d’approfondir comment
ERa peut médier une transcription de gènes via une fixation sur des sites lointains. Les
différentes études (Chapitre 3) sur l’implication et le rôle des sites de fixation lointains des
facteurs de transcription ont permis de développer plusieurs hypothèses sur le rôle potentiel
d’une boucle de chromatine: la formation d’une boucle par des liens protéiques entre des
facteurs de transcriptions et des cofacteurs, simplement un mécanisme de collisions des
chromosomes favorables à la transcription, la formation de boucles facilitées par le
cheminement de la polymérase (117)? L’approfondissement de la mécanistique des boucles
de chromatines médiées par les ER pourra permettre de déterminer le rôle de ces boucles
dans la transcription oestrogénique.
Les boucles que nous avons observées se situaient dans le temps après 45 min de
stimulation des cellules MCF7 par les oestrogènes. L’analyse de la cinétique de
recrutement de ERa en présence d’oestrogènes a démontré que le recrutement le plus
important du récepteur sur les ERE se fait à 45 min (Chapitre 7 Fig 2). Cependant, GREB1
est un gène qui possède une stimulation soutenue dans le temps, dépassant 72H. Est-ce que
les boucles sont toujours présentes dans le temps, ou bien disparaissent-elles après que la
transcription soit amorcée? Leur présence est-elle due seulement à l’initiation de la
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transcription lors de l’arrivée de l’hormone? Pour répondre à ces différentes questions,
nous devrions étudier le recrutement des protéines sur les ERE et les sites d’initiation de la
transcription, l’état de la chromatine et la formation de boucles dans le temps. Le même
genre de techniques précédemment utilisées (ChIP et 3C) pourront être mise en oeuvre pour
approfondir la dynamique de formation de ces boucles.
La formation des boucles est majoritairement inductible en présence d’agonistes et
abolit en présence d’un antagoniste total. Il a été démontré dans le chapitre 7 que la
transcription basale du GREBÏ est diminuée par ICI 182 780 (fig S2). Comment la
présence de l’antagoniste total empêche-t-elle la formation des boucles qui sont présentes à
l’état basal (Chapitre 7, fig 3)? Est-ce que la liaison de cette molécule antagoniste provoque
le recrutement de corépresseurs qui empêcheraient la formation des boucles de chromatines
(140,141)? Est-ce que la liaison de ICI entraîne la dégradation et/ou la séquestration
(48,142-145) de ERa, prévenant la transcription basale? Il serait bon de déterminer par des
études classiques de ChIP quelles sont les protéines associées en présence de ICI avec ERa
sur le gène GREB 1. Selon les résultats obtenus, on pourrait identifier le mécanisme
potentiel qui régit l’abolition des boucles de chromatines qui sont formées lors de la
transcription basale de GREB 1.
Finalement, lorsque le promoteur du gène GREB 1 est analysé sur NCBI (Aceview),
plusieurs isoformes sont décris. Les sites d’initiaiton de la transcription de certains
isoformes sont prédis beaucoup plus en aval que celui de la forme que nous avons étudiée (
l’isoforme «A», le plus en 5’). Nos données démontrent que ces autres isoformes sont
régulés par les oestrogènes avec des cinétiques comparables à celle de la forme «A» dans
les cellules MCf 7. Il serait donc intéressant de poursuivre l’étude de la mécanistique de la
transcription de cette région génomique en incluant les autres isoformes de GREBI. Ceci
permettrait de déterminer si les ERE (qui se retrouvent pour certains isoformes à -5OKpb)
participent directement à la transcription de ces autres isoformes. Bien que les isoformes
soient transcris de façon similaire dans les cellules MCF7, on peut imaginer une
transcription différentielle des isoformes dans un autre type cellulaire. Finalement en amont
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de l’isoforme A, à une distance équivalente à certains isoformes, on retrouve sur le brin
inverse le gène E2F6. Est-il lui aussi influencé par la présence de ces ERE, surtout que nous
avons démontré sa régulation dans le chapitre 6. La formation de boucles sur les autres sites
d’initiation de GREB1 et sur E2f6 ouvriraient donc la porte à une mécanistique complexe
de la transcription du locus.
8.3.2 fonctionnalité des boucles de chromafine dans les glandes
mammaires
Un aspect qui serait intéressant pour la compréhension du rôle fonctionnel de la
formation de ces boucles serait d’étudier ce phénomène in vivo. Quelle est la place de ces
boucles de chromatines dans la transcription, sont-elles présentes dans l’expression
régulière de GREB1 (glande mammaire normale), apparaissent-elles lors de la maturation
de la glande mammaire, ou bien lors de la tumorigenèse? Est-ce qu’elles sont conservées
entre les espèces ou bien est-ce que l’utilisation de ces ERE lointains est un mécanisme de
développement tumorale observable seulement dans nos cellules MCf7? Pour répondre à
ces questions, la régulation de la transcription devrait être analysée dans un premier temps
dans des cellules mammaires de souris de façon à déterminer la conservation de ce
phénomène au travers des espèces. Comme une partie des ERE est conservé chez la souris
(Chapitre 5), on devrait s’attendre à une conservation de ce mécanisme de régulation de la
transcription dans des lignées cellulaires de souris. Par la suite, si la régulation du gène par
les oestrogènes est conservée, il serait intéressant d’étudier les mécanismes de transcription
dans les glandes mammaires de souris au courant de leur développement, de leur
maturation ou lors du développement tumorale (souris immatures, lors de la puberté, ou
modèle tumorale de glandes mammaires). En plus d’apporter une meilleure compréhension
de la transcription, ces études permettraient peut-être de mettre en lumière des indices sur la
fonction des boucles. Par exemple, si elles apparaissaient seulement lors du développement
tumoral, on pouffait conclure que la régulation de la transcription sur de longue distance
n’est pas utile pour avoir les niveaux requis de GREB1 dans une cellule saine. Cependant,
si elles sont observées lors de la maturation des glandes mammaires, une augmentation
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significative de la transcription de GREB1 doit avoir lieu pour promouvoir la
maturation et la prolifération des tissus mammaires.
8.4 L’intégration des réseaux de régulation de la transcription
Bien que le recrutement du ER sur son ERE soit suffisant à l’activation
transcriptionnelle de promoteurs de base, les séquences régulatrices des gènes contiennent
souvent de multiples sites de facteurs de transcription, soulevant la question de savoir si
certains de ces facteurs sont des partenaires privilégiés pour la régulation transcriptionnelle
par ER. De plus, certains gènes primaires sont eux-mêmes des facteurs de transcription
(JIiN, FOS, MYC). et permettent une amplification du signal des oestrogènes à des cibles
secondaires. Des boucles de régulation positives ou négatives peuvent ainsi être créées
lorsque des facteurs de transcription ou cofacteurs sont à la fois impliquer dans la
régulation primaire de la transcription par ERa et sont également des cibles de ce récepteur.
8.4.1 Coopérativité de ERa avec d’autres facteurs de transcription
La caractérisation des régions flanquantes des gènes cibles primaires des
oestrogènes indique que certains de ces gènes (Up et particulièrement Down) ne possèdent
pas d’ERE à une distance de 25 Kpb de leur site d’initiation de la transcription. Bien que
l’existence d’ERE plus distaux ne puisse être exclu, ces observations suggèrent l’utilisation
de voies de signalisations oestrogéniques non classiques, qui peuvent inclure le recrutement
de récepteurs par l’intermédiaire d’autres facteurs de transcription ou l’activation d’autres
facteurs de transcription. Des recherches bioinformatiques ont conduit à l’identification de
sites de fixation de facteurs de transcription dans les séquences flanquantes de ces gènes
(chapitre 6). Il serait intéressant de complémenter cette étude par une analyse de la sur-
représentation potentielle de ces mêmes sites dans les données de ChIP-CHIP. Ceci
indiquerait leur rôle dans le recrutement indirect de ERa à l’ADN (mécanisme de
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tethering). Cette hypothèse pourrait être confirmée par une approche de ChIP-re-ChIP
démontrant le co-recrutement de ERa avec le facteur de transcription partenaire au site
identifié. Cependant, un enrichissement dans les régions flanquantes de gènes cibles mais
non dans les régions de ChIP pourrait s’expliquer par l’activation du facteur de
transcription par des voies non-génomiques. Une vérification de l’implication de facteurs
de transcription partenaires dans la régulation transcriptionnelle par ERa passerait par
l’étude de l’influence des oestrogènes sur l’expression dirigée par un vecteur rapporteur
contenant le site de fixation du facteur de transcription.
Bien que plusieurs exemples de facteurs de transcription partenaires de ERa soient
connus (APi, Spl, NFKB etc...), il n’est pas clair quel est le degré de généralité de ces
mécanismes de régulation. La plupart des facteurs de transcription interagissent
problablement de façon indirecte par l’établissement de ponts protéiques impliquant le
médiateur ou la machinerie transcriptionnelle de base. Ces interactions sont susceptibles de
médier la coopération transcriptionnelle entre plusieurs sites liés par des facteurs de
transcription différents pour les séquences de régulation d’un même gène. Cependant, la
force de cette coopérativité pourrait dépendre de celle des interactions entre facteurs de
transcription, qui peuvent être directes ou médiées par une ou plusieurs protéines.
Afin d’étudier les partenaires potentiels de coopérativité transcriptionnelle de ER,
une approche possible serait d’utiliser des étude de boucles de chromatine à grande échelle
(146,147) qui permettraient de caractériser les interactions entre un ERE donné (par
exemple un des ERE de GRE31) et d’autres sites dans la même région chromosomique (cis
régulation) et/ou à plus grandes distances voir entre chromosomes (trans régulation). Par la
suite, des analyses bio-informatiques pourraient nous indiquer les partenaires potentiels en
recherchant dans ces régions bouclées des sites de fixation de différents facteurs de
transcription. L’information obtenue donnerait des pistes sur la diversité des partenaires
possibles. Bien que l’utilisation de ces deux techniques soit coûteuse, elle permettrait de
générer des informations précieuses à grande échelle sur les voies de signalisation
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convergentes en présence d’oestrogènes. De plus, nous pourrions identifier un rôle
potentiel de ces EREs dans la régulation de promoteurs très lointains
Certaines hypothèses intéressantes sur l’organisation spatiale de la chromatine dans
le noyau, ont permis d’élaborer des théories reliant les boucles de chromatine et la
convergence des réseaux de transcription. Il semble exister une formation de régions de
transcription dans le noyau via de larges boucles radiales (101, 100). Ces régions souvent
associées à la matrice nucléaire se comporteraient comme des petites usines de transcription
qui pourraient transcrire plusieurs gènes reliés entre eux sous un traitement particulier dans
un même espace tridimensionnel. On pourrait donc penser que les interactions entre les
différents facteurs de transcriptions permettraient la formation de ces régions
«particulières» de transcription.
8.4.2 L’amplification du signal oestrogénique
L’autre niveau de réseau de régulation dérivé de nos études consiste en la mise en
relation des cibles primaires et secondaires des oestrogènes. Les facteurs de transcription
régulés de façon primaire (FOS, fUN, MYC) peuvent à leur tour médier l’expression de
leurs gènes cibles respectifs (cibles secondaires). Mieux comprendre le rôle des cibles
primaires dans la propagation des effets oestrogèniques est important pour une vision
globale des réseaux de signalisation dans les tissus mammaires.
Des études d’expression des gènes cibles des oestrogènes dans des cellules MCF7
exprimant de façon stable des shRNA pour nos facteurs de transcription régulés par les
oestrogènes de façon primaire permettraient de vérifier leur implication dans la régulation
de gènes cibles. La régulation secondaire spécifique à un sous-réseau de régulation par un
facteur de transcription donné serait ainsi perdue, ce qui permettrait d’identifier par leur
absence les réseaux de régulation secondaires. Les observations réalisées dans le Chapitre 6
suggèrent que MYC ne serait pas un bon candidat pour ce genre d’étude (du moins dans un
modèle de régulation de 24 hrs) puisque peu de gènes cibles de MYC sont enrichis dans
nos données. Par contre, il se peut que les fenêtres dans lesquelles la sur-représentation des
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sites myc a été étudiée ne soient pas adaptées. En effet, les sites de fixation de myc
semblent se retrouver de manière prédominante dans les îlots CpG. Une recherche de sur-
représentation focalisée sur ces îlots pourrait être plus concluante. D’un autre côté, E2f
semble un facteur de transcription impliqué dans la propagation du signal estrogénique car
nous avons trouvé une sur-représentation claire des sites de fixation de ces facteurs
(Chapitre 6, fig 9).
Une approche complémentaire pour étudier le rôle de facteurs de transcription dans
la propagation des effets des oestrogènes impliquait la réalisation d’une expérience ChIP-
CHIP dirigée contre ces facteurs en présence d’oestrogènes. Il suffirait de comparer les
gènes fixés par ces facteurs avec nos gènes cibles secondaires pour identifier un réseau
potentiel de d’aplification du signal.
Une étude récente démontre un bel exemple de ces réseaux de régulation et
d’amplification du signal entre un gène direct, GATA3, qui est un facteur de transcription,
et ERq (148). GATA3 est régulé par la liaison directe de ERa sur son promoteur, par la
suite GATA3 va à son tour médier ses effets dans la cellule en ciblant des gènes dont ERa
lui-même. Ceci confirme l’importance d’aller vers des études d’intégration du signal
oestrogénique dans les cellules mammaires pour comprendre les mécanismes de la
prolifération.
8.4.3 Etablissement de boucles de rétroaction
Le gène TFFY est un bon exemple dc régulation complexe impliquant des
partenaires aux récepteurs des oestrogènes. ERa est connu pour être recruté de façon
dynamique sur le promoteur et pour médier son expression par les oestrogènes. Cependant,
comme nous l’avons observé dans le chapitre 7, la transcription de TFf 1 est grandement
affectée par la cycloheximide. Une partie de l’explication vient du fait que la famille des
facteurs de transcription AP- peut elle aussi médier la transcription de ce gène et que
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l’expression de JUN et FOS (facteurs se liant au site AP-1) est elle-même régulé par les
oestrogènes (149).
Un autre exemple de boucle de rétroaction est la collaboration entre FOXAY et
ERa. Il a été démontré que la présence de FOXAÏ à proximité de site de fixation de ERa
était requise pour la fixation de ERa sur certains promoteurs (138,150). Cette relation qui
est séquentielle et mutuellement exclusive (les deux facteurs ne sont pas présents au même
moment sur l’ADN), démontre une collaboration de facteurs de transcription participant à
l’expression d’un gène cible en présence d’oestrogènes.
En conclusion, l’identification de partenaires de coopérativité transcriptionnelle, la
compréhension des liens qui les unient et l’étude de mécanismes de transcription croisée,
permettra de brosser un tableau plus large des réseaux de régulations en présence
d’oestrogènes.
8.5 Conclusion
Les oestrogènes jouent un rôle dans la régulation de la prolifération des cellules
épithéliales mammaires normales et cancéreuses. Le travail réalisé ici a permis d’identifier
les gènes primaires des oestrogènes,de préciser les mécanismes de régulation classique de
la transcription et d’esquisser les réseaux de régulation transcriptionnelle impliquant le
ERa . Ces études permettent aussi d’ouvrir la porte à des recherches sur des candidats
potentiels dans la prolifération des tumeurs mammaires ER positives. L’abolition
systématique et/ou la surexpression de ces gènes pourrait être une avenue possible pour
identifier de bons candidats, tout comme un approfondissement des fonctions et des patrons
d’expression de ces différents gènes dans les tumeurs mammaires. Des études génomiques.
à l’aide de récepteur chimérique (139,151,152) pourraient aussi être intéressantes à
développer pour moduler l’expression de ces gènes
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En plus de concentrer les directions futures sur les gènes primaires des
oestrogènes participant au développement tumoral, il serait pertinent d’avoir en parallèle
une vision globale de la signalisation des oestrogènes. Une bonne façon globale d’y
parvenir, sans contrainte du choix de la voie de signalisation des oestrogènes, est
l’établissement des réseaux de gènes dont la transcription est reliée en présence
d’oestrogènes, selon les différents tissus. L’amélioration à grande échelle de la technique de
boucles de chromatine lors d’une stimulation avec des oestrogènes permettrait de dégager
des ensembles de gènes interagissant à un instant «t», dans un tissu particulier.
Plusieurs effets physiologiques des oestrogènes ont été présentés dans le début de
cette thèse, dans le futur, avec le raffinement des différentes technologies d’études à grande
échelle, il serait intéressant de revenir à des modèles plus globale. L’étude de cellules en
boîte est pratique pour déterminer certains phénomènes précis, mais la compréhension
complète des effets prolifératifs des oestrogènes passera à la fois par l’étude des
oestrogènes dans différents tissus et par l’étude de ces tissus intégrés dans un organisme
entier avec tous les stimuli auquel le corps est exposé.
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ABSTRACT
Afthough artificial C2-H2 zinc fingers can be
designed te recognize specific DNA sequences,
it remains unclear to which ex-lent nuclear receptor
C4 zinc fingers can be tailored to bind novel DNA
elements. Steroid receptors bind as dimers to
palindromic response elements differing in the two
central base pairs et repeated motifs. Predictions
based on one amino actU—one base-pair relation
ships may not apply to estrogen receptors (ERS),
which recognize the two central base pairs of
estrogen response elements (ERE5) via two charged
amino acids, each contacting two bases on oppo
site DNA strands. Mutagenesis of these residues,
E203 and K210 in ERs, indicated that both Con
tnbute to ERE binding. Removal of the electnc
charge and steric constraints associated wiffi K210
was required for full loss of parental DNA-binding
specificity and recognition of novel sequences by
E203 mutants. Afthough some 0f the new binding
profiles did flot match predictions, the double
mutation E203R-K21OA generated as predicted a
mutant ER that was transcriptionally active on
palindromes of PuGCTCA motifs, but not on con
sensus EREs. This study demonstrates the
feasibility 0f designing C4 zinc finger mutants with
novel DNA-binding specificity, but also uncovers
limitations of this approach.
INTRODUCTION
Nuclear receptors form a superfamiiy cf tigand-inducible
transcription factors that is characterized h’5 two con
served domains, the DNA-bïnding demain DBD) coin
posed of twcs C4 type zinc fingers. and the tigand-binding
demain (tRI)), which aise contOns a dimerization
interface (1,2). Nuciear receptors can bind DNA as
homo- and/or heterodimers, anti recognize respoase
elemeats arranged as direct repeats. palindromes or
inserteci palinctromes cf conserseil motifs 43 5). bach
motif is bound by tise DBD of a single niononler, tise two
zinc fingers cf tise DBD combining Into a single structural
fold with s DNA recognition helix and variable dimerini
tion interfaces 6,7).
Consensus estrogen response elements EREs,
figure lA). which are palindromes of PuGGÎCA meufs
with a three base-pair spacer t 10). are bound by estrogen
receptors (ERs) ith higbest affinity in vitro. Petfect or
imperfect RREs prcseat ai promoter-proximai locations
111 13) or. as revealed by genome-wide screens. at large
distances from the transcripiional start sise cf esirogea
reguhsted genes (14,15). are bound by ERs in vivo and
mediate regulation et estrogen target genes. Other steroid
receptors, inciuding tise androgen receptor (AR) and
glucocorticoid receptor (GR). atso hind palindromes with
a three base-pair spacer, but the repeated motifs are
PuGNACA sequences i 6,17). Non-steroid receptors abc
recognize PuGGTCA or rclated motifs, but these motifs
are arraisged as direct repeats or everted repeats witts
variable spacins. The affinity and setectiviiy cf nuclear
receptors for single PuGGTCA motifs is generally bow. but
can be increascd by receptor-specific recognition cf
addstional 5 tlaaking bases 5.13). Tlsus, nuclear receptoiz
have achieved selectivilv in DNA recognition whiie
mteracting with only two main types cf motifs. Ihe fact
that few variations have heen ohserved in the hase
contacting amine acids cf the 48 human nuciear receptors
l8) suggests that this type of protein DNA recognition
bas been consersed throughout evolution, possibly because
il aifords the most favorable combinaison cf afflnitv and
selectivity. 1nteres1ingl, however, nuclear receptor homo-
legs identified in Caeno,’l,abdisiis riepans oflèr a consider
ably wider variety of amine acid composition in the 1)NA
recognition Iselix. Nsinierous mutations have aise beeis
ctcserihcd in the DO]) cf some mtclear receptors such as
1au’harn sar,aspon&naa sba,,id ha a,1drsod [ai- ±1 ‘t 3-13 7156; Fac: +1 5t4 3.13 551.3;
2 2507 5h, Auihortq
Th,, an Oper, Accu,, arrise disirihr,rud ur4,r ha trrn’ ,t Il;, CreuSer C,’mrnon, Atthh,rtinn Nc:,,-Cen,ncc,uI Crue,,,, l1’11p ‘!creaùvec:mrrcr.r.orpticen:&
b -cc/2.O’ub) whist, panais nnrrsinct:d ncn.cv,mn,raat u,:, ùtnhuSun, anS reprudwsun in cap ,n,dimu. prc.r,dtd ii:: cngarai wc’rk i preperte a5d.
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A Cons ERE: PuGGTCANNNTGACCPy
B
203 206 2.0 205
ES Gys Glu Cys Lys Ais Gis Gis Lys Arg Ses 5, Gin
(Sas) 1 Z 3 5 1 05’Ol 53 51
AS Cys )9 Soi Cys Lys Val 95e Rio Lys Asg Ais Ais Gis
rIS Cys Ses Cys Lys Val f9ss Gis i ys Ary Ais Val Gis
C D
+5 +4 +3 +2
C C j A G
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G G T C 13
____________
—5 --4
—3 --2
+5 +4 +3 +2
3 C j T T G I
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G A A C 3
__
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flgure I. Ntorlei far rhe soiranvsiy cf steroid maepsar—DNA salema
Sera. (A) Seqaonan af tEe consensus ERS sud base srmrrbedng asad in
Ibis siroly. (B) DNA n-osymson brus cf 1Er eslrogen (SRi,
gia:oaarticoid (CE) and sndrogen (AR) seaepters. TIre position cf
amine sards in ho DNA rnaagssirian houx is instiaatrd by nsmsbers frocs
1 10 13. TIse nunrbenng af baso-snsesa:nng residues su ERs is alsa
mdiaarad. Scoa-rnramalsny rmidsos in racE rocaytar are in baid, sud
P bas aminci raids are unsierirnasl. lU) Moslais cf ho snsins adsl—hssa
snteradssos undorlyrno syecrSa eeaagmlron 0f the eslrayers (sop[ or
yiuas+,srh+r,,d (hslirsm) rmpsrnso rlmsml hy tEnir aoyn:rln sterss)d
remptors. trrtrrsctsora mrsssdrrnl ru 11cr rssodri yrapased by SaouLs sud
Ys (29) arr in holsl, chue sninraSons dmanbrd in ho tsR-SES
crossai scrucinre (7) Eut not in tb rnodei are in dastsrd bues.
(D) Prr±cted sntersatsans hrrwmn aucun ami raplasesoant si position
2 of lise DivA rr+ogsatsers Irehu sud bases as posiuou +4 [frocs (29)].
VDR and AR, but few changes in DNA-hinding patterns
[cave been reported for these moitant receplom ([9).
TIse first dues [o tise molecular basic of specific DNA
recognition by steroid receplors were provided by
mutagenesis experimenLs of tIse ER and OR. ss’hich 1cc)
tu tIse identification of ammo acids responsib[e for
discrimination between tIse two types of recognition
motifs bound by thom receptors. Fxchanging three
amino acicLs in the ER DBD for thc corresponding unes
in tIse OR DBD resss[ted in a receptor mutant capable of
transactivaung glucocorticoid target promotera (20). The
converse expedment ako demonstrated that amino aeids
at the saine three positions (P Issus, Figure lB, uncierliner[
residues) in tIse OR were cmeial for discriminating
between g[ucocortieoid response elements (OREs) and
EREs (21.22). tn addition, s loup in tIse second zinc linger
was found te ho responaibie for speeific recognition of two
motifs arranged as palindromes with 3 Isp spacing (2[ 23).
Cn’olailographic ana[vses of complexes beuveen tIse ER 0f
OR DBDs ans) their msponse elements have uncovered
tIse amino aeid base-pair interactions esusblished by these
two feceptors (7,24). Two reoidues of the P box, V al lIse
third positicrn in tIse OR anti E ai tIse firsi position in
tIse ER (E203). contact the centrai disedminating bases in
tIse ERE and ORE molifs (Figure [C). [n addition, an
invariant K residue Iocated further C-tennina[ in tIse
DNA recogmtron hein (K210 in FRai) binds tIse tsso
centra] bases on the opposite stfand with respect tu bases
contacted by F203 in tIse FRa FRE complex. boit does
not participafe in contacts in the OR ORE complex
(Figure [C). Other bases commun tu tIse ERE and ORE
are contacted by amine acids consen’ed in ER and OR
([(206 and R211 in ERn). [n addition, these interactions
are huttressedhy a eomplcx netsvork oC amino aeid amino
acid interactions and amino acid phosphate interactions.
The speetfieity of respome tnotif reeogtsition by steroid
mceptors is thus determrned by a sma[l number ofspecific
interactions established by 3 4 amino acida. As a
consequence. il may be expecled [bat changing [ho identity
of interacting amino acids in tIse DNA recognition beRs
wonld alter tIse se[ectivity oC rereptor DNA interaction as
eau be achteved sosih artifices] C2H2 zinc Ongers (25 2g).
A simple mode] for amine acid base interactions
soitbin the structural framework of [ho steroid reeeptor
DBD bas been proposcd (29). This model relies on
chemical mies for possible pairing of amino acid aide
chais and DNA bases lhrottgh Imydrogen bonding or
hodrophobic interactions. and also incorporates stereo
ehemiral contraints specifie b steroid receptors, based on
tise position of the DNA recognition helix with respect to
tIse major groove ut’ tIse DNA. Small, medium or large
chains may thus be prefered dependtng on [ho position of
the interacting amino aeids in tIse DNA recognition helix
svi[h respect b tIse bases (sec Figure ID for possible
interactions involving amino aeid at position 2). Stndy of
s spontaneoas mutation in LIse first amino scitt oC tIse
P box of the AR has revealed changes in DNA-binding
speeificity compatible svith tIse predictions of this mode]
(19). Rep[acement of O at the first P box position in tIse
AR DBD by R resu]ted in a mutant that could on[y bind a
subset oC tIse PorONACA motifs normally bound by
thrs reeeptor, and Ibis aecorc[ing to tIse ehemieal prefer
ences of the R residue with respect tu t[te base ai the
third position oC the motif. Hosvever. it remains unclear
sshether novel types of DNA specificities can be achieved
through rations] design of nuclear receptor mutants,
espeeialiy in the case of the ERs. which appear [o have
more complex determinants of motif reeognition than
other steroid receptors. TIse purpose of this stucty osas tu
examine whether mubating ERx residries tIsai intenrct
sertIs tIse uvo central base pairs of EREs either separa[ely
or in pairs could generate artifieial nuclear receptor
DRDs with n000l DNA-hinding specificities.
DNA rneognutinn helix
P bon
+4
A
T
G
C
aa2
Ans, Anp
GIn. Glu
Val, Ils
Leu, Mut
His
Arg. Lys
Anp, Glu
Lna, Mut
MATERIALS AND METHODS
Plasmiils
TIse Isaeterisl expression vccirsr pF’r3.l-HFS1 containing
the ERs DBD has been described previoutiy (23).
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The bactedal expression vector pET3.1-FR-DBD was
eonstmeted by PCR amplification of s cDNA fragnsent
corresponding to amino acids 140 246 of ER)3 and
suheloning hetsveen the Kpnl and Xhot sites of a
pET3.I. a pET3 (Novagen, San Diego. CA, USA)
derivative modified by insertion of s litsker containing
the Kpni and XhoJ sites (23). Alt BRu DBDs mutants
were constntcted by insertion between the KpuI and XhoI
sites of the pET3.t vector of s fragtssent obtained by
site-directed mutagenesis of pET3.t-HE8I using PCR
amplification.
The wild-tvpe BRu sud ER expression vectors pSG5-
HESO, pCMV-SPORT-ERl have been described
previously (15,30). Expression vectom for ERaE203A,
FRuF2O3N. ERuE2O3H, ERsB2O3R, FRxK2IOA,
ERaE203A-K2IOA, BRreE2O3N-K210A, ERuB2O3H-
K2IOA. ERxE2O3R-K2IOA have heen eonstmcted hy
substimtion of tIse fragsuent bens’een the KpnI and Xhnt
sites of pSGI-HESO (23) b a fragment containing the
mutation exeised from the corresponding pEf3.t sector.
The 1k-CAl reporter plasmids containing one copy of
the consensus ERE or of palindromes eontaining hase
replaments (pAT-IkCAT. pCT-tkCAT) were dedved (rom
the pBL-CATS± reporter vecteur (6) by insertion of
double stranded oligonueleotides containing the response
elements fianked with BamHt-Bgfll sites at the BamHl
site upstream of the thymidine kinase promoter.
The TATA-CAl reporter vectors contsining nvo copies
of the con.sensu.s ERE or of the Cf palindrome ssere
prepared by substimtion of the three EREs in pERE3-
TATA-CAT (31) by double-strsnded oligonucleotides
contaming two tandem response element.s and flanked
by BamHI and BglIt sites.
Expression in Escherichia roté ofER and ERp DBDs and
deHvafives fiterrof
Eecherichiu cou BL21 DE3 cells were tran.sformed svith
pET3. 1 expression vectors containing tbe cDNM for the
DBDs of ERu, or of snutants of ERu or ER and
expression svas induced in exponentialty growing cultures
by IPTG (0.5 mM final) for 2 b. Wbole bacterial extracts
were prepared by sonication in extraction bstffer (Tris-HCI
pH 7.4. 25 mM; EDTA pH 6.0. 0.t mM; NaCI 400 mM;
glycerol 10%: DTT I nsM; PMSF lOmM and protease
inhibitom) fotlowed by centrifugation (at 10000g for
hmm) of lysates.
b determine the levels oC expression of ER DBDs,
ahquots (I ml) were taken from earh culmre before
induction svith IPfG. Bacteria svere isolated hy centrifu
gation and resuspended in M9 medium containing each
amino acid except ntethionine and cysteine (0.01% weigbt/
volume each). Rffampicin svas added (200 [tg/mt final) to
mhihit bacterial tNA polwuerase and expression of the
T7 polymerase ‘vas induced with tPTG (0.5mM final) for
30 min. [snSjmcthionine svas then added and hacteria svere
further mcuhated at 37’ C for 5 mm, collected hy
centntùgation, resuspended in Laemmll buffer and
boiled for Smin. Labeled proteins were analyzud ni’
electrophoresis on 12% polyacrvlusnide 51)5 gel and
visualized by fiuorography.
Ccli culture sud transfeetion
IteLa cells were maintained in DMEM supplemented with
5% fetal bovine serom (ERS). Celts were switched 3 days
before transient transfection to medium witbout pbenol
red containing 5% F05 pretreated with activated chareoal
to remove traces oC hnrnsones. For gel shift assays. cens
were transiently lransfected with FR expression vectom
(5 ‘g eompleted tu 15 [1g with carrier DNA in 10cm dish)
using the calcium phosphate method (32). For CAf
assays, HeLa cells were electropnrated (10’ cetls, 0.24kv,
950 1tF in u Bio-Rad Gene Pulser tl apparattis) with
varying amnunts uf expression veetors fur wt ERre or for
different ERre mutants. 4pg ufpCMV-jlGat, and 4pg oC
tk-CAT reporter vectom containing single copies of
different palindrotxsic response elentents. DNA mixes
svere eompleted ho o M wirh salmon spenu DNA in a
final vohsuue oC 100 d of NaC1 2lOsuM. Etertroporated
cefls were plated in diiplicate for paraltel immunoblot and
CAT
Gel shift assnys
Two days post-trausfection, hIeLa eetls were trested for
t b with 25 nM estradiol and whole cdl extraet.s svere
prepsred by tbree cycles of freeze-tbasving in extraction
butTer (Tris HCI pH 7.6. 2fimM; glycerol 20%: KCI
5(4)mM; DIT h mM; EDTA 0.lmM; PMSF lOmM sud
protease inhibitors) fotlowed hy eentriftsgatiou for 10 min
ut 13000g. Ccli extmets svere diluted tu s final KC1
concentration of 125 mM. Samples were preineubated
with 2 sg poly(dldC) (or t Smin on ire before addition oC
[“P)-lsbehed dottble-strauded oligonucheotide probes
(300 000 e.p.m. per sample). fhe consensus ERE mcd for
gel retardation ussays in derived frotn the Xenopun
vitellogenin A2 gene. Reaetions ocre inesihated ut 25’C
for 15 min then losdiug buffer (0.1 E5 bromophenul bIsse.
60% glyecroll svas added (1/5 V,’V). Complexes ocre
ncparated by electrophorenis on 5% polyaesylamide gels
in 0.25v 10E (45 mM Tris HCI, 45mM horic aeid and
h mM EDTA) and vinusllsed by autoradiography.
Asnounts of bound sud Bec probe were qntsntified using
u Pho.sphorimaging scrcen and the Quantity One software
from Bio-Rad.
Gels shfft sssavs with obole bucteriah extraets
containing thc ERre or FRD0D svere perfonned as
desedbed ubuve except that extracts svere diluted tu u
final NuCh concentration of 6OmM and7% pohxacryl
amide gels itt 0.25 y TBE were uned tu separute tise
complexes.
CAl assays
Enmediutely after needing. relIs ocre treuted with entradioh
(25 nM) or sehiele (FtOH) for 4(1 h. Cetts svcre then
haswested und extraets werc prepured by three cycles of
frceze thawing in CAr extraction buffer (Tris HO pH6.tt.
0.25 M: DTf t mM sud protcase inhibitorn). CAT asnayn
xvem perfomied ansi stanstarrhzud over JI-gatuetissislase
aetivity as deseribed (31).
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lmmuaoblot analyses
Protein concentrations in wisole ccli extracta prcpared for
gel shfft or CAT assays wcre estimatcd uaing a Bradford
assay. Proteins (50 pg) in Lacmmli buffer scere separated
by electrophorcsn on 6% polyacrylamide SDS gels and
transferred onto a PVDF membrane. Blots were incubatcd
in blocking solution (VHS IX, Tween 200.05%, BSA 3%)
For 1 h and prohed witb anti-BRu mouse monoclonal
antibody BIO (obtained Rom Prof. P. Chambon) at
dilution 1:5000. Membranes were tben washed and
incubated with a horseradisis peroxidasc-coupled second
aiy antibody and visualized with an ECL delection kit.
Modeling
Modeling was perfonned interactively. using the Insigistll/
Dacovcr package (Version 2000, Accclrvs Inc..
San Diego, C’A, USA). The X-ray stmcuire of tIse ER
DBD bound b DNA (7) was mcd as a starting
conformation. Bach modcl svas suhmittert to unrestrained
energy minimisation using the AMBER forcefield (331
unlil an cucrgy minhnum was reached. The presence or
absence of particular pair-vise amine acid base intcrac
tioos in lhc final structure svas treated as a possibiits or
bnpossibildv to form a partiailar interaction in a given
atmcrural contexs. Distance measurements between atoms
were peiformed with lnsighttl tools using a Silicon
Graphics 02 computer.
RESULTS
Paneras ofrespoase elemeat binding by isolated FRa anti F-Hp
DBDs are shtiflar to cadi oflier anti to tiiose of die fidl-leiigdi
recepton
Estrogcn receptors bind witis higis affinity tise consensus
palindronuc EREs consisting of two PuGGTCA motifs
separated by a tisree base-pair spacer (Figure lA).
Altisougis natural response elemcnt.s are oflen imperfect
palindromes (12,13), base-pair replacements usually rcsult
in a loss of affitisty (12.14). To verifv that binding pattents
are mainly derivcd from 16e DBDs of ERs, we have
comparert tise cffcct of syminctric substirutions ai caris
position of tise consensus ERE on binding by liill-lengtis
ERs transicntlv cxpressed in BeLa cells (FRu and FR)3,
Figure 2A and B, rescclively) or by tise FRa or FR13
DBD (BRu DBD and FR[IDBD, Figure 2G and D,
rcspecttvely). Tise wdd-type FRE was bound by eitiser tise
full-length BRu. rcccptor or tise corrcsponding DOl) sehis
tise isigisest affinity (note tise isigiser degree cf lice probe
depletton witis ut ERE. Figure 2A and C, lanes 19).
Coasistenl svitis our previous observations that tise DBDs
cf steroid receptors are suffictent b discisminate between
FRFs and GREs (231. ER DBDs selectively bound tise
array of probes in s pattera sinsilar b tisat of tise full
Iengtis receptors, attisougis ail probes svcre less efliciently
bound witis isolated DBDs. Tisis is consistent witis s loss
cf affiniw, but not specificiw. resulting front tise absence
cf tise strong dimerization interface in tise i.BD (34).
Es addition, alt reptacements introduccd in hotis arms cf
tise FRE redsiced isinding te tise saine extent for BRu and
FR13 (compare panels A and B, and C sud D), wisicis sisare
s istgis degree of conservation in tiseir DBDs [90% in
rcgion C as defitsed in (35)). Altisougis tise expression levels
of trassiently cxpresscd fidl-lcngtis FRuand FR13 could
net ise rompared, note tisat tise DBDs svere expressed te
similar levels as assessed isy [355)Met incorporation (data
not sisownl.
Point imitations la tise consensus ERF destabilize interaction
midi FRs aceording ta ehemical compaflbulity anti sieric con
sfrainn midi interacting satina seuils
Tise DNA rccogisition iseli.x fonued isy tise C-ternsinsl part
cf tise first zinc finger cf FRu. conuiins several basic amine
acids involved in contacts witis bases in tise target motifs
(Figure lB. residues in bold; underlined residues are part
cf tise P box). Nuclcotides G (—5) sud G (s-2) intcract
svitis residucs ai position 5 (1(206) and 10 (R2l I) cf tise
DNA recognition isefix, respeetively (Figure 1G).
In addition, K2t0 (position 9 in tise DNA recegnition
iseli,x) interscn witis isotis G (—41 snd T (—3) tisrougis
direct and water-iuedisted contacts (Figure 1G). Tisus,
basic residues are involved in rccognition of ail positions
in tise FIZE except
—1+6 and —/--l, svisich are not directly
contacted in tise costal structure, altisosigis isoris displsv
s preference for pudnes (Figure 2 A I), anas 1 3 and
16 16). Tisese direct interactions involving basic ansino
acida conlbrm b general chenucal mIes, with G sud T,
svhicis prcsent only negstively charged groups in tise
major groove, iseing preferred over A, whicis presenis
hein s posirively and s negativcly cissrged group, sud C.
whicis centains ouly s positively charged group. leacins
to unfavorable electrostatic interactions. Accurdiuglv.
replscenseut cf G by G in s single motd’ at position
—4 or —5 vas sufficient to abolish binding (Figure IX,
lsnes 5 sud S). 0f note however. tise order cf tise preferred
bases is not identical for each coniscling basic asnino acid.
Most noticeshly. replscement in a dngle motif cf G
at position +2 by T vas suincieut te abolish binding
(Figure 3A, lanes 13). Moteculsr inodeling suggcsts that
lack of binding te ‘I’ al position +2 results from stedc
hindrsnce due te tise ntetisyl group cf T—2, svhicis
prcvenbs productive interaction between tise amines cf
R2l I sud 04 of T—2 (Figure lB).
Tise pattcm tif recognition of bound response elements
carryhsg replsceinents at positions —4 (G >A >T > C) snd
—3 (T> G> A> C) aise difi’ered from ihat predictcd from
charge preference due te interaction with basic amine scid
1(210 (G>T>A>C). Becasne F203 interscts with bases
ut positions +3 and ‘t-4, i.e. on tise otiser DNA stnind. in
tise cristal structure (7), use compsred tise roles of botis
K2b0 and F203 in inodulating pattera cf base recogni
tion. While F203 bas an opposite sud complementsr type
ofcisemical selcetivitu 0w hases (C>A>T>G) compsred
te 1(210. tise complex mode of recognition cf tise Iwo
central base pairs by two amine scid.s may be cxpected
to resuli in incrcascd stcric constraints. Al position —4,
replscenscnt in a single natif by T drasbicslly reduced
binding (Figure 3A, lane 9) sud replscement in hoth
motifs oC lise FRF completel climinsteit comples forma
tion (Figure 2A D. lunes 9) snd transactivsriou [data net
ab
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nul u peuci si nrohcrcorresper:rtiiu te iii h.rsc posslrititres uuntreriunced ut ccc’. pesrtrour et tire re:trcrurue cicrrueurts un hoth erra, et tire p.rirrrdrerunc(C cru,! 3)1 (ici :isit erses, rertorrincit unir h.rcteru:n I cstr.rct, cetnt;nnn no tire t)Iit);e t i-Ru i(r or Rit ri)r urrirg lire scrute ‘ci et rreKue,
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shown. tee alto (36)]. [lits crrntrnusis with the crtpactiv ii
other nuclenur receptors such as RA R. RX R and V DR [o
(md tut l’ttGll(’A mrrijR [(36.3?): sec tIret (5) for ri
reviesvJ. Iinerm tninimiyatirtn inrlic;rtes that murs dudit of
K2l)) tir ;rsurid lie methrl croup rir 1—4 presettis
inierniciirin sstih t)N\ (Iteure 3() Tri melelttirun. E203 s
nrui crtpible nul trricr;tcitnp stitlt thertintrirs croup nul \ ai
piisitirin +4 (Prit rhrrwtii. Ai prrstttrufl —3. G ssrts lets
Gvturable tIretri 1 (cernipnire aires 2 mil 9 in lrerrre 3’.
nittd mure 1A I)). curnirrrrv [o ssh;ri te iihserseel rit
rrilter pistions recnigtutzed b’. basic rendues t Figrrre 3A).
Nlirdeltnp tndrc:utes ihrut C —t—3 seniufri create picking
prruhleius ssrtli 3 2iil . prescrit trig iriierrmctron rit ibm
nimino arrt! sviih (‘—t—1. antI K2TO s trins dtstrrni to rnier;tci
svith G—3 ) liii shrisvn). Ihus. nicrr experimental titI
itiirclelirtri tint-r suppest [(rit burih 1i203 and K2 li)
contnhuie io ihe selecirvtiv 0f respotise elemetut recrigni—
tion ssith respect tru the tsvo cenirrrl brises rit [(e FR E.
Roles of 1:2313 and 1<2131 in thc spedficitr and affinity of [R
interaction ruith palindromic response element’.
lui (relier tn;il\te lie respeciise nues iii T:2(i3 trie! 1<2111 ni
deterinining il te spect!icitv ami nilliniis iii ER mnternictirun
wiih respruttseelcnretiis. ire tttnther charntcterm,eul (e
ER—hntieljnp spectiidiit 55Gb respect tri ihe isvru central
brise pnrtrs if tlte pnmlindrrime tnitttls tmsiuig u pnrnel if 16
prurben represerrirtrg mIl crsiirhtnntttsins si) these cenirrI rases
tritroiluceil in (iii h ni rois of ihe pniluneirrime. Frrll—lerrgth
ERs titI isitlnrted Dl3T)s (round inuIt hindi nritinjtv itnlv tri
A ERu
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S K2lO/3 0>5>7 Cx,1b04»t
t t’ oltIlI2ItI4lslt7fl. 521102 G>ACan-Jt,,oIbt,j
lite GT t respottse eiemettts are desietta Lcd bs Ktses I otntd
oit lite iltiittis strand ut posfliott —4 —3) combutation
ititittd u Lite u t FRE anti. tvttit louer allinttv. 10 Lite GG
eietttent t Figure 4A D). Note titat cotttpieses iorttted oit
eletttent CC u j tu fttii—iettgtit teceptors (latte (1) ocre u ko
observer) nuit cstracts tout cefls trattshcted tvttit tite
parental espresston t ector. anti titat tite stnears obsert cd
in sottie laite.’ u lit bacteriails espressed ER DKD5 aisrt
appeared triib estraets front hacterta trattsiortned u Lit tue
parental esptessiott vector t toi shottit t.
Tite t ers higit seiecitt itt or ERs ior Lite tu o centrai base
pairs itt iitetr tespottse eietttettts dtikrs frottt tuai of tite
G R or A R. u luise DII Ds conid bout recogittue ail t onr
I’tiGNACA—cotttaitttttu paititdrotttes [i2tL) attd data toI
sltoutt]. (rvstailter;tpitic ;itt;iitsts oC Lite GR DIII)
tttdicates titat contacts are est;tbiisitcri cutis uiiit lite base
al posttiott +3 lIt rottgit t V resid tic L prtsittrttt ô itt tue
DNA—bittdittg teLs L. F203 is rcplaccd ht u G restdtic itt
GR uttd A R. uttd lite K tesidue corresprtttditte to K2 0 itt
ERu does lot cotilrihnte o G RE recogttitioit. The itiglter
seieetisitt oC ER itttet-ucliott tt tut tespottsc cicttteutts eottld
titerektre resnit ci titer frotit Lite Let Lita t F203 i ttteracts
svi Lit hotit adjacent +4 +3 bases. uttd or )rottt lite
c,ttttrihtttiott tif K2 itt itt recogttizittg Lite —4 —3 hases ott
tue opposiLe stra nd tif DN A
Tri ins estigate tite respective rides rti titese lsvo aintno
acids b Lite afliniLv uttd tir seiecttvtLt oC btttdtitg. sve
rcpiaced cuIter E2iL3 tir K2 itt ht A restrines itt Eka attd
examitted cotttpies fortttattott tt tilt Lite puitei oC itt probes
correspttttding lit ail possthie sariattts al Lite Ltto ceittrai
posi Lirttts oC lite repe.t lcd ttt,tt t iL BrtLb tttrtLattls sliil bonttd
witit itigitesi cuiiciettct 10 Lite coitsensns E R E t Fiettre SA.
Lutes 12). aititotigit lite ititcttstt ut lite retarded baud ttas
5—to I Li—foid ioss cr litatt ss tilt iitc mL Eka tcotttpare
F cuire 5z. lattes 12 u ml 17: sec aiso Ftgttre 511t. H ots et cr.
lite K21LLA tittiLatittit stas actise ttl trattsacitvaltots assats
nsiitg a reporter gette cottlatitlitg Lite coitseltsns ERE
ikigitre XCi ltttrigtitttgit. pe;ik tr:ittscripttonai activits tvas
—>60> t itigiter kir K 21 OA t it;itt kir tite ts t recepuor.
sutuacstiitg litai K210 pl.tvs u ttceatuve roie tit Lrattscrip—
tiott:ti ac(iv:tliott.
Mntattt E2iL3A houtttd tt Lit tedueed etiicaci tri lite
eottscnsns FILE cotttpared to tue mi FRa t b tgtne SA
a ttd Hi. atid ioritted a steak ctttitples u lit Lite PuG AT(A
probe LAI. Fiente SA. latte 4i. u dcii ttas toi rietecleri
ttitit tlte K2 LIA titttlaliott. Fitiails . lite donbie ttilttattt
K2 I LLA E2LI3A bottttd t ers tt eaklt 10 Lite cottsettstts
ER E probe. tttd ;tistt forttted u dctcciabic cttttspies tt Lit
tite AI gobe iFigitte SA. laites 4. X. 12 ;uttd 6) Htttdtttg
ttf F203A lit lite AI pruthe siuggesi s Lita t Lite tttattt nie itt
restrielittg bindittu tri titis elcttteitt in tite ttl receptitr is
phiyed bv E2t13 r.tuiter titatt K2ILt. Tite absettce oC itigit
aflittiit cottipieses ttbserted uitit lite K2I1LA ittutant
sngcesls uitat lite intie oC K2iut itt lite seieclititv ntfrespttttse
eietneitt teertgniLirttt s tetituitti;titt tt ilit tlte roie plat cd
hy F203.
IitceffceLsttfniulalinnsnfF2li3niiseiectitc Dts\ binding arc
ttoL prctlicLaitic îrttnt sitttpic cbctttical anti slcric ctttttpaLihiiit
tiLles
A sittipie DNA recogttitioit ittorici for steroini receptors
it:ts beett proposed pret irtnsit t Xt. based ott botit Lite
gctieral rides o) citeittical cttnlltaltltditt beLtt eett uttiitto
acids aitd base puits. aitd sterenteiteitticai cntttstraittts chie
Lo the posilirttt tf tue DNA—btttdiitg iteits across lite iltalor
grntote as deriveri kcttii Lite crislai strncttires o) lite FR
tttd GR DHDs IFigitre ID or prcllicLed ittterictlotts ut
;tntitltt ;ucid pttsiLittn 2) Noie ihat LitIs tuodel t hased tin u
tttte attiiito acid tttte bise ittlcraclioti reialirttlsltip. and ut
p.i rtictdar cioes ttot ta ke itit t ;tccoiiltt recogttittott oC lite
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(1011 iii 6211 nid tite N’ mlmiin mit 0—4 ,ittt lite 0—t mut if L—3;
rctli,iretmiettl cf (i-4 top i;ird I bu T-4 mtttddte L1tlrLi rettdtn ni oenic
rirnilirt’ turlmtccn LIe ‘lIc rhitu •uf 62 Lit md tttc iuelttu I enititi if L—a;
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I-itnre 4. Lits hind na), hioh soIcli, iv o I’nG \C’\ pli) dron,os t St nid Il) Lrti tian I cal), ir.i,ilccicd I loLo colis csp iina tnII—
h il Lit (\( LRI),tlL t I LI 11111 I t t j h I t’5’S( I I dIn 5’, pois.icii liniido icI’. I lic p sInon ii’ lic dinicric t’nipics ii nd,calcd hi cl .1105v
- U) nid LI)) lI,icicri;iI cxirltlsc’IiL.Lining tue
Lita ((‘t or LR (1)1 ))flt)s soit inc,ihaicd n (h lic vame probes nid cssrnp(cscs acre scp.n.iiod hi cICcirs9v iisio,isi’n S’’ poli icri lirurdo ois
Ihe ),osu luit s)wciiic eoniplcxo% c,,nL.,unic rnoflon,cit (IL or dune,— 2, .1’ Lit t)l1l)s .1 F0 ,,idi.ncd ni h:
100 cctllral hases h hotu K210 and E203 Fiente E’.
doulcd unes). ctrnstdering oniv 111e role (il [21)3 rut!, C’ -—4
tI—iure tE’. hold une). Ont tilidlne Ihat E2It3 md K2ltl
cooperale or seleclise h,ndrn b GT p5IiLlldroItles icled
us b lest 111e predicl ions o)’ luis model For reptacemenl o)’
[203 hi other amLllO actds. Replacemeni o)’ E hv N s
predicted 10 swiIeh recognilion ‘rom C ut position +4 b A
t TN elenienis t. and repi_lcettlent ba H or R sho nid Iead to
specilie recliniiliiLiil ol i G Lit luis positiofl (N clemenls.
I D). li,e-.e 111iJ1.IliOfls sucre 11111’OLlLLCed in ERj ‘tilt
lentO h auJ In bile isoialed DB D. Si itiilar euplesulon les du
sucre obi mi ned ‘((r LIII Lii i—lentO ii Ii) UILII1I s and 111e sI iIcl—I pe
receplor as delermtned hv si eslern analvsis data loi
shossn ), WI,oie ccli cul rLLctu contai,,, ne tise blutant
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reporter vector). Titration eurves ocre perlhrmed using
sa rvi ng concentrai rus o! I ransfected planiids, and protein
ciels were tueasui-ed Se western anaR sis (Figure SA).
t Surpnsinglv. sic uratioti o as reaehed ut ideuttealL concentrations for ail receptors on etthcr response
U • elemeitt. indicat mg t bat 15e diOdrence in elliciencs of
L comples formation iii litai s not obsers a hie in our
M ,
reporter assas (data not slioss ni. Titis is possihls due o
ettoperative eiiects unit ollier transcription istctors hottndL 10 tue promoter. or te ebromatin orginiention. Peak
transaetisation lesels ocre sustiisir (or lise ut tut) mutant
receptors oit the consensus ERE. retleeting intact tran
scription acttvation properties for tue itiutanis
tFigure XBt. On the other hand. notant E2tt3H. but 1101
E2tt3N. nid —6—Ibid osier peak iesels oC iransactitation
on the .\T eleittent tlian on tue consensus E RE t Figure XB:
pci k ieveis oit (te t u ii respouse elettients oct e oht;uned at
tue same protcin concentration). Tue ddlerentud les eis or
insisinsal trsittscrtpttottai actis;itton hv tite E203H mutaitt
___________________ _____________________________________________
ou tue ton respottse eleitsen s nav he reisited te t 5e
__ ___ __ __ _ __ __
prestousis reported tuiostene eBect of the DNA seq uence
on ERu transcriptiotiti activation properlies (3X.391.
Tise ohscrved DNA—hittding specttieiiy o( these tttutauts
do not correspotsd te predictions hased on lite proposed
ittodel as te stable hinding uas ohserved with TN ntotiR
or E203N (Figure hA. lattes il—17). or (N tnotiR uith
E203Ft (Figure h B. laites 6--9). Accorditsgiv. tise TT and
(T eleittetits thd titi retirer estrogeti responsis eitess (o lie
k ptotttoier ni tue ptesenee or thcsc mutants (data toi
sitowtt). Note that ito specitie eotstpieses u ere ohseri cd
ssitis tue E2t(3 R in (tian I on ans cf t lie PuC N N( A tsio Ses
(Figure SC md Ft. (-tek cf hittdiug 10 the consetisus ERE
md kick of t rinsictis ition on an E R E—tk—CAr reporter
(Figure XC) sttggest litaI R al titis positiomi lias a
destahilizmg eiïect I luit s stronger t li_iii t he absence cf
side chain (A tstittation. sec Figure 5). Replacetncni or
F203 hy R in Se struclutre or 16e ER—ERE cttnipies
reveils that tue R side ciititi s lois hulkv ttt lit ni lIte major
groove ot D NA t ttd litai t Ite amtsino groups eserl repitisi se
elldcts ulili lite positiveR citarged grtmitps o( C -.- 4 and
C—5 attd steric cotltuict nuIt C + 1 (Figni-e 9C and data
nuit sittsu n). in addtiuttn. neititcr hinding te (N eleitsents
ttor transacttsation roui reporter sectors cotttaining tise
(T paltndroine I Figitre XC C-r—tk—CAT reporter t ector(
uvas oblat ned, ittdicat i itg tgain titat hic predicled soi cii in
spectreits bas toi occitred. Tltese resutits itidicate tuaI si
ittodel hased on a one atssino actd eue hase—pat r
reiattottship is not an iccurate description or lite uttierac—
t ion hcttveen tise E R u moi ils target response clentcnt t ni)
sutggest tisaI K2 10 plavsarole in tnoduiatitug lite DNA—
hittdi ng speci tiens or tecepiors ci rrs t 1g itt uttations il
posi(ioit 21(3.
K2Iti rcstrietsehangcs in DNA-bindiuug specifirits n[ntututnts
al pnsitinn 2it3
Cotitrars 10 tite toiti thsctice othtttdtng ohsersed witlt the
E203R ltlutalst ci ERu. tltittaimrslt cf tite cortcsponditig
atisuso actd in lite AR ((i577( te R lcd itt u ditiereisi
pattern tsr rcspitnsc eleittent husdittg I han bal or die ni
reccptor. Wltde w t AR hitund mIl tour PuCNACA
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-(Cure 5. Rote o K2t5 ,utd Lait ii iltcutliitit uutd stlccittcuv l
rcc:iiir l)5:\couti’ics Lirttt,uuitu (si (ici rttiti usa’’ rcrfuruicd itou
te IRa ‘‘r lite K2iti.\. L2iOA nid Li3 S—K2itv\ notant’ cspes’cd itt
I lcL.t ecu’ atud t guet ii (‘cl’c’ Citltt.iuutiite itt tsthte
ct’tutuut.aiin’ ai ittc iivt cuitant git—tiututi cf caclt t’ttGfit (\ tttouh
itt itiCCOttiOtiO IRE \rrut—titate,ttc itic ut,titi
.t’isift- ctttrtcnc—
tititatue t( flic tvi Lita t’ ihc ciuseuttu— IRE Ii ii t—stout ut (tir
etiitg.t ritttt u tue t T i BI Çttt,iutiti.titit cf lite touts cf htutdltr if ittc
tt,ttt—fccictt tecegiirs tu ihecoucttstt— L R L inuit. csgw—scd ii
nier huutd ttttts rreu ptchc. ttc—tuhs tee ait avettro tif toue
esperititeuis. auj cirtr itt s (udtc.tte Sis. iII Lusuis or uspiusiutiuf
itiettittorcuti irattstuciut reccluits t’ isscsctt ht tissturtm att.tivsis tu’iutg
titi tittittttettttil Il iii ttttttittds.
reccptors E203N and E203H fontted eoistpieses tnaiuis
ssitit tise sst ERE (GT proue. Figure (‘A and B. iaties 13
md Figure ÔD md E. lattes 12). Wltiie hinding lit lite svl
E RE st ts net aisohsised. lite pttterns tif probe recogniimttu
ocre aitered svmtb botS nsuiittt s. si itictt hound le tise AT
eieitteitt (Figure hA titd B. bines 5 atsd Figture 6D attd E.
bittes 1(. These tuttertctioiss are transeripiituttitis
produclive. as detttoitstuuted h3 irattsieltl colrttis(eetioit
vsu (Al reporler seetors eonlatttimtg ilte eorrespottdiitg
restsonse elettscttts elomted upstreaiti o( lite titvttttditte
kuutasc prottsotcr n ilIt espressiomi redors (or lise ddktcui
ittulauts (Figure XB. ERE-tk-CAT md AT-lk-(AT
D
E203N E203N DBD
G AA A A CCC C GGGG T T T T AA A A C C C C GG D D T T T TG
TACGTACGTACGTACGT ACGTACGTACGTACGTT
I J e
1 2345 67 891011121314151617 1 2 345 6 7 891011121314151617À Â À À
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E203H E203H DBD
GAAAAC CCCG000 TT TT AAAACCCC GuuG TT TTG
TACGTACGTACGTACGT ACGTACGTACGT ACGTT
• e e
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02030 DBD
GAAA ACC CCGGG GT T T T AAA ACC CCGG GGT T T TG
T ACG TAC G TAC G T A CG T A CG TAC G TAC G TA CG TT
w
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314151617 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314151617
flgmr 6. Mmatmns of 0203 do nat generate eapecied csntchm in ONA-hinAng cpecifictt (A, Bard C) HeLa oeils avare transienll lransfeeted rush
evpreson redors for ERn matant 0203N (A) E2O3H B) or £1530 (Ci. Whs!o oeil extrada caere asod sa a gel OnG assay crash abc sisleen
PuGNNCA probes anS complexes caere soparaied b eleciraphorocic an ? poivacrvlanrde gels. 10e complexes formeS arr redresseS by an
arrawtcead. Far comparisan, 10e complot fauneS bel aoenwl ERa anS lIce conversas FR0 iGTt cc laaded on each gai liano li. (D. E ard Fi Samlar
assays caere performed uscng baciodat extrada conlacmng mutant OR OBus carrvcng the 5203N, 0203H or E2g3R inatasoas.
elements. the G577R mutant bound PuGGACA elements
very sveakly, but interacted witb the three oiher
PuGNACA elements. with a preference for the element
containing a G at position .4-4 (RiGCACA). In thc
context of ffie GR DBO. and presumablo also thc AR
DBD. the K retidue corresponding to K210 (position 9 in
the DNA recognition helix) does not bind DNA. but is
involved in an interartion with E at position 13 in the
DNA recognition helix (Figure lB). Thus. sve investigated
whether mutation K2IOA may facilitate association of the
F203 mutants to noxel binding sites andor reduce binding
tu the consensus ERE. The resulting E203N/K2IOA and
E20311/K2IOA double mutants had a much reduced
binding b Ibis probe (Figure 7). confimutng the rote of
K210 in binding b the consensus element tn the absence
of s residue at position 203 recognizing C+4. However.
these mutants stiil did not form stable complexes svith
probes containing bascs predicted tu interact with the N or
H residue at position 203 (TN. CN. respectivelv. sec
Figure 7).
In addition to complexes with AT palindromes already
obsened with the siogle mutants. the strongest complexes
detected with E203N/K2IOA and E203H/K21OA double
mutants were svith the AC element t Figure 7). On the
other hand. the double mutant E203R-K2IOA gained
binding b the CT element (Figure 7). as could bc
predicted from chemical compalibilit’s between R at
position 203 and G+4 (Figure ID) This mutant also
bound to the AC element (Figure 7). Thus. the specificity
of base recognition expected from replacing the
F203 residue by R visas revcaled in the presence of the
K2IOA mutation. although an additional unpredicted
comptes was ako formcd with comparable efficiency.
As the level oC complex formation on the CT element ovas
much tower than that of the wt receptor on the consensus
ERE. ave exanuned whether the interaction betsxeen the
E203R-K2IOA mutant and the CT probe k transcription
ally productive. Whereas no estradiul-induced transcrip
tion cuuld be detected with xxI. K2IOA or E203R on s
CT-tk-CAT reporter vector, the double mutant E203R-
K2IOA gave risc b a detectabte increase in estradiot
stimulated transcription (Figure SC). The double mutant.
like the dngle mutant E203R. was not active on ERE-tk
CAT. confirming the switch in specificity. The complete
ssvitch in DNA-binding specificity uf the double mutant
avas cunfirmed using reporter vectors containing tandem
response elements. No transactivation oC the reporter
vectur containing EREs was observed in the presence oC
the double mutant after estrogen treatment. while peak
stimulation oC the reporter vector containing CT etements
was comparable tu (bat of xvI ERs on the reporter
containing consensus EREs (Figure BD).
DISCUSSION
Although C2H2 zinc fingers can be tailored b bind
virtually any DNA sequence. nuclear receptors have not
dcmunstrated simitar tlcxibility. A possible reason for
success in the rational dedgn uf artificiat C2H2 zinc finger
xxv
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Figiiro 7. Sltilislion K2l 04 nilrssdocod in E203 mutants ridions
bnidtttn in 1m consnnsus ERE nid roveals lin inatabosl olsociliciii nf
mutant E203R. Al Gel sluft ansass pat fnon:d mIls double n nIant, nf
Eka nspmessed in HaLa ceNs and tise panel of I probes conlanutte
il) posnihla base cotnbtnatinns ai lie twa central positions of mcli
PnGGTCA natifs in 1m cossmsissis ERE Arrows nidicalr (lin mai11
spocilic comjrlesrs ftsrmrd NoIr tuai sindlar lrsrls of rspi rsstOti isrro
oblasmird m western analssis oint shoront
protetns is the modular structure of Ibis (ope of DBDs.
each finger reeopnizinp three base pairs attd multiple zinc
lingers exlending lhe Ienguh of bound DNA. On the olber
hand. sueroid reeepuors bind DNA as dimers recognizing
palindromic response elements. As dimerization contrib
tues b the affinily of ONA btndtng. binding b non
palindromic sequences svorLld likely be of bow affinil
Nevertbeless. the question remains sohether steroid
receptors can bind other DNA elemenus than their Isso
natural copnate respottse elements. A presiousls proposed
model for predictuon of spectiic amino acid base irterac
(tons by the sueroid receptor DNA-binding helLo (S)
incorporales bolh chemical mIes goserning amino actd
base interactions and stereochemical consirainls restilling
from the position of Ihe ONA recognition helix in the
major groose of response element as deiermined by
crvstallopraphie studies. However. Ibis model relies on
one amino acid one base.pair relalionships and ignores
some of h contacts described in ihe ER FRE cocnslal
structure. In parlicular. F2113 recopnizes not onl; the base
at position —4 (Figure lE’. bold une). but also thal at
position—3 (dotled une). and bases on the opposite strand
make contacis svith K210. On Ihe other hand. Ihe lysine
residue corresponding (o K2l0 in the coniext of the OR
does not bind DNA. and ils role in biuding of ERs to
EREs bas not been experimeniallv confimoed.
Contran’ b the OR and AR. svhich recognize motifs
w-11h variable base composition al position —4 conforminp
to the PuGNACA consensus 2O). FRs displas a high
degree of specificit; for bases al position
—4/—3 GT ssas
the only element bound ssiuh htgh affinits. while CG ssas
toleraled ss hen introdticed in ouF one motif. srich as in
the FRE found in the promoter of the rabbit riteroglobin
gene 40). but reduced binding efficacs dramaiicalby ss hen
introduced in both motifs. This binding patteru is
consistent svith chemical prelerences of F203 for C or A
al position—4 and —3. and of K2(1 forG or Tat posilion
—4 and —3. svith restrictions intposed bs steric constraints
A B
Z1’
g
n
-- Irno,.rnrn.nnr InTt,JATA.nnr
o Eamn- o Etnn.
mitA CaltA
licitni H. Altirod patirros of t rprtrirr onciot ttsttisactsi ii lins bo ER
nostaots. HaLa colIs nom sair_sirniti s siti_ifocin) nuIt ru sabla .riiicni•
tratsrrns of rsprrosnii s rclors frit ho soi ERa os tttntaitts I t Otio—3 go
gos 10 ai plaInt, tk-U.4 r opes toi sonars anitritnng crrnoaisn’ ISRIS,
.AT or UT rlrtnrssts 12 go pu pInot, and ais sntrrttal cotitrot cils ‘(hUaI
rrpei tri vrctnr 12 po pot glatit Urlisiorre irralnd n iii istrnorn ni
rohnalr for ‘rshs attd doplicati rsiracts sono tssa’id bR pssrtnstt
rsptossioit loi rIs in wnsirrtt atialosis nid for I’gabactsrsidair UAT
actiitta Al biand,o dnnad aspi wsnnn torils nf ni bR md dtEoinnt
stiniants. Nain ihal saisie tirs lattIs lb203N ond E103R.K1tOAt ‘unir
tottisfoctnd ai a 3-rnbd butin .srtic-atitr,rtton 3 oui liait allier nsprwsisrn
s acinis t t nui in obtatis sotttlar rslri000n laids BI UAT acns tir uf
sst, E253N anrb E203H, iliowit ai paiL ttsnnosctsra liait Iwols foi aIl
plaontds coitosponidiito te 300 np foi sot and b203bl and I ‘p frit
E203N1 ICI Sauna as in 15. oscepl litai expression sociiris for al or
(lin K2t 04, E253R ot b2s3R-R2 tOc’ nsttlanls sonro nsod lopaihta n oIt
IL-CAT ro1tnrlrr redois cotttsittnttp lIes csntsesttssss ERE ai ilto UT
nlosnntil. PoaL lwtnosdttsatnssi was oblatnod ai 300 isp sot or R2 IsA) os
Ipo 1E203R-K21OAI. Otlior plasnsids (R2IOA, 15203k), non Item al
300 tin, ssnrn tnsidlisn os on s) lite lnnliest lwlod ssnttcuttlssttinti (15 miel
shinioit I. lu) Satiti as in C iscopl Ilial espiossioti sonnes for tIse sol ER
or 4e E203R-k210A nsnini sorte nesd boulin isi ih TATA-CAT
ripostai redors cnsdastnsro Os-o copies of liii consnnsss ERE et ihso UT
otetitotil. Olaostiil lisitssacttsatsots lus-ois. srhrtaiiird al I pe (o-il ni 3 p
1E203R-R210A1, arislroroti
ss’ith eolncr amino acids. M utagenests of each amitso acid
indicated tha t both con tri bote itt recognit toit of t se tss o
central base pairs in ucmts of binding efficiencs. F2113 also
plas a specihic robe in resurteting binding b AT elements.
since mutation E203A. but not K2 I OA. albowed formation
of complexes. Mobecular modeling lndicaues Ihai this s
duue to steric conhlicts between the carbonsl roap of F203
and the medis I grsnlip of tlusmine —4.
K2IOA
E2oaN-
1121M
E2N2H-
112(00 PunsenA
EnrarnAr marnAi
D
o mInA minA mmm- o Calma rzmn manmn
DNA
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The contribution oC K2 O w ERE binding iikcb
explains Oie (ici tOut E203N und E203H mutants stili
interueted nidi high a(iiniti u itit tite couseusus response
elements lOT). interactions tOtO (lic AT element. nhieh
ivere not predteted hi (lie proposed u ode). were ohserved
ni gel slnit attd tr.otsaetiration ussais tvitli hotli E2(l3N
tttd E203H n uni nts. and iikeii resitli (rom retnot ai o)
uegat n e eonst ra uts exerted b F203 ou T —1.us obsert cd
ilso in tOc E203A mutant. Our inodeling iudicutes
that Oie mcl hi I group oC tOi mine eau he aeeomodated
b side ehain rearraugemeut n)leu F203 is replaced b; N
or H (Figure QA aud W. Oit lie other hand. iaek oC
btttding o)’ tlie F203R mutant to aI) tested elemetits aud
o) trunseriptiona) letivitv on lite consensus ERE uni)
(‘T eietnent eau he expiained h; eontiiets in charge
preldreuce hein ccii R21(3 md K2 I (I for reeogttition oC
tlte same hase puits.
TOc role oC K2i0 tu pretentitig u spect(ieit; stt’iteh h;
mutatittus ut position 21)3 is detnonstrated h3 tite
observation tOut tite double nuuttt E203R—K2 i ((A
eould hind tOc CT eietnett t. us pt’edieted h; hase
eompatihtlit; heoteen R anti G +3. ttlterets titis tttterae—
itou nus not ohserted nuit tOc single niittitioti E203R.
As uoted aboie. ttie K residite ni AR ut the correspottding
posi(lott does ttot contact ONA. espltmttig tOc capucin mtC
tOc AR utittunt n itit utt R ut tite posfliott equivalent to 203
to ut)eraet ttith Ci —4. Attother diliciettec hetneett tOc tnit
‘eceptots s 10e eontohutuott it)’V ut posituitit (t in Oie i)NA
reeoguutuon hein oC AR (Figure W ttt eounplex stihiliet—
ttou. Titis lui; esphtitt tue uciatti ci; ion aflhutit; oC tue
Finurt’ 9. xti,tlcltitu il Tilt’ Ctteei cl’ lllu:,llllu% .u pti’ilttl Dlii tu ‘ulcr.lcuillu nuS gal luidiluic lctsinc cicincris ( S ui t) ( utgicscs flriticd
hciuccli lic t t iiilll,llii t 21t3\ Ai ‘r t DititI itti iii (u Vi ulciiicitt (lui’ lCgLlCclitCiti cl t,Dui.i hi N or (I Tu lic t:u—,ttitlt (‘tu corel liuciiru
ulicigi nitiliititfli iii t tIc giitiin Il lic \,uid t OLth,rui iic iusir.uucd hi lic giusutteci S li3 ((‘t Sicric tiullicis iiia Otiec tugul iii
ii titi Tilt’ .tlTilittl griigu il (‘sud u lic ultuitulu ‘utilise cicuicti icitluiig liuui ucgl.itcuicu I ci (Diii hi’ R.
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F203R-K2IOA minant for the UT element. However. bis
interaction was transeriptionatty productive. Surprisingtv.
ahuilar tevels of transactivation were obtahsed with the
mutant reeeptor ois the UT elemeist as witlt the w t receptor
on the eoasensiis etement at comparable protein concen
trations atong a range oC amoants of transfected plamids.
faiing te reveal a difl’erent effieieney of reporter DNA
aaturation (data not shown). Titration canes of mutant
E203N and E203H on the consensus ERE and AT element
aLso failed to reveal a shift in protein concentrations
necessan to reach peak traascriptionat activity. This
indicates that our bi vivo assay may not diseriminate
between binding sites in the range of affinities that is
observable in gel shfft assay (within 30-fold of wt ERre
eonseasas ERE affinity) and may be due to synergism with
other transcription factors for binding to osir reporter
genes hi vivo. A ffigher stringency of bi vitro versus ht vivo
assays ta supported b the observation tbat haif-palin
dromes. whieh are not bound in om gel shift assav. are
enriched. albeit to a much lower degree than high-affinity
EREs. in ehromatin fragments bound Es ERs in a
genome-wide analysis (15). On the other hand. otir
transactiration data continus the total loss of interaction
hetween tbe F203R-K2t OA and the consensus ERF. ami
thus tbe switch in speeifiritv toward the UT element.
Bindhig of the E203R-TCIOA to some unpredieted
sites. i.e the AU etement. relleets tbe limitations of simple
models in fally areounting for the comptes interactions
between ihesc msidues and the two central base pairs.
In addition. tbe expeeted bindhag of the E203H-K2tOA
mutant to the CNpalhadromes and of the E203N-K2IOA
matant to the ‘UN etements were not obsersed.
Replaeement of F203 by N or H reveaLs that hoth
residties are too short to interaet with charged grotips at
position 6 or 7 of A .i_4) or G (+4), reapeetively
(Figure 9A and B). Finally. mutants E203H-K2IOA or
E203N-K2IOA still hoand the consensus ERE (UT
element), eontrarv te what was observed with imitation
E203R-K2IOA. The total abrogation of binding to the
consensus ERE appears due to charge and sterie eonfliet
of R svith U t 4 (Figure 9C).
Together, oar restitts tndicate that simpte chemical anit
stereorhsmieat rates rannot prediet aeesiratety the changes
in the seleetivtty of ER DNA interactions induced by
specifle mutations in the tsvo central hase pairs. A etear
limitation n the need te incorporate the contribution of
several amine aeids te reeognition of the saine base pairs,
sud the rote of one amine aeid in recoguiziug two adjacent
hases. The eomhiued infects of F203 and 1(210 in
interaeting with the same hases is apparent both at the
level of charge and sterie eoustrinuts, resultiug in the
tigtster DNA-bindiug speeifieity for the tsvo central base
pairs observed for ER versus other steroid reeeptors.
Further, steric eoustraints play an important rote in
prereuting poteniiat interactions. Adititional experiments
svill also be ueeessary te detemnine whether tbe effeet of
ausiuo aeid reptaeemeut at other positions in the ERs
DNA-bindiug helrx, whieh are invotved in simpler one
reddue one b.sse interaettons, is more easily prediebsbte.
Il remains possible thas other receptors may be more
amenable to she ratioual design of mutant rereptois wish
altered DNA-hiudtng spectfleitv, clac to differences in
composition of the DNA-binding betés anit’or in the mode
of DBD dimerization. tn this respect, it huIt be of interest
te investigate the DNA-biuding speeifieiry of nou-ctasaical
C. rlvgwo rereptom. whirh eontaiu widety ebvergine
eombinations of amiuo acids in bien DNA meogmtion
bels. FinalE. eombinatorial approaehes as performed for
0112 zinc fingers (4t.42) mas help etarb how amino
achE of the DNA-hiniting hetix eooperate toward the
establishment oC nord DNA-hinding speeilieities.
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